Estructura, procesamiento proteolítico y activación de la proteína F del virus respiratorio sincital humano by González Reyes, Luis
 
 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
 
FACULTAD DE CC. QUÍMICAS 







ESTRUCTURA, PROCESAMIENTO PROTEOLÍTICO Y 
ACTIVACIÓN DE LA PROTEÍNA F DEL VIRUS 




MEMORIA PRESENTADA PARA OPTAR AL GRADO DE 
                 DOCTOR POR
                                            Luis González Reyes 
 
 
                             Bajo la dirección de los Doctores: 
                            José Antonio Melero Fondevila 








                             ISBN: 84-669-1827-2 
 Universidad Complutense de Madrid 
Facultad de Ciencias Químicas 






PROTEOLÍTICO Y ACTIVACIÓN DE LA 
PROTEÍNA F DEL VIRUS 









Luis González Reyes 
Madrid, mayo 2001 
                          
  UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
                        
 FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 
 
 
                     DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR I 







PROTEOLÍTICO Y ACTIVACIÓN DE LA 
PROTEÍNA F DEL VIRUS 
















MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR QUE PRESENTA 
LUIS GONZÁLEZ REYES 
MAYO 2001 
Bueno, ya estamos en el final, por lo menos para 
mi. Ahora es el momento de las recapitulaciones y lo 
primero que habría que decir es que, este trabajo, 
como todo lo que hacemos los humanos, en lugar de 
llevar en la portada un autor debería llevar unos 
cuantos más.  
A los primeros que obviamente hay que nombrar es 
a los que han actuado como mis directores de tesis: 
José Antonio Melero y Blanca García. Es indudable que 
sin ellos este trabajo no habría llegado a ser real. 
Todas las imágenes de microscopía electrónica que 
se presentan no las he hecho yo, se las debo a Leslie 
Calder del laboratorio de John Skehel. 
Además, tampoco he sido yo el que ha realizado 
los ensayos de espectrometría de masas ni de 
secuenciación N-terminal, ya que los hizo Juan Antonio 
López del laboratorio de Juan Pablo Albar. A Juan 
Antonio, también le tengo que estar agradecido por 
toda la herencia que me ha dejado tras su paso por el 
laboratorio, especialmente por un par de vaccinias 
recombinantes a los que he dado bastante juego. 
En un lugar destacado también debe estar Begoña 
Ruiz, ya que con ella he trabajado en mi última etapa 
en el laboratorio y sus manos hicieron parte del 
trabajo que aquí se presenta, especialmente ese 
vaccinia recombinante de la proteína F TM- con un 
cambio en el sitio II.  
Y, ¿cómo no? tengo que nombrar al resto de 
compañeras (han sido más ellas que ellos) del 
laboratorio, las primeras y las últimas que, en mayor 
o menor medida, me han echado una manita y me han 
enseñado mucho de lo que he aprendido en estos años. 
Muchas gracias a Nuria, Isidoro, Concha, Patricia, 
Tito, Mariano, Mariasun, Silvia, Sandra, Teresa, 
Regina, Luis, Odalys, Mar y María José.  
Además tengo que agradecer su trabajo a Lucinio, 
que ha sido el que se ha encargado de pinchar a los 
conejos y a Pablo y Blanca, que han realizado la 
secuenciación del DNA. 
A Paco Montero le tengo que agradecer (y ya van 
dos veces) el haberme dado la oportunidad de entrar en 
este mundo y conocerlo. Así se ha cumplido uno de mis 
sueños de hace muchos años. 
 iii
Aquí empezaría el terreno, mucho más difuso, de 
lo subjetivo. Ahora es cuando habría que agradecer una 
mirada cómplice, una charla amena, unas orejas que 
escuchan, una paciencia a veces demasiado grande, un 
ofrecimiento de ayuda muy generoso, un beso (y otro 
más), una noche loca o tranquila, un ejemplo de lucha, 
un contraste en la vida … Pero, aunque se pudiera, ya 
sabéis que yo no dejo propinas, que creo que hay cosas 
que se dan por descontado o no tienen sentido y que lo 
que sale de dentro tiene un valor que no se mide en 
palabras agradecidas. 
 iv
ÍNDICE DE CONTENIDOS 
 
I. INTRODUCCIÓN        1 
I.1 Clasificación del VRSH       3 
I.2 Características de la enfermedad     4 
I.2.1 Epidemiología       4 
I.2.2 Manifestaciones clínicas y diagnóstico    5 
I.2.3 Tratamiento y prevención del VRSH    6 
I.3 Biología molecular del VRSH      7 
I.3.1 Genoma        7 
I.3.2 Proteínas virales       8 
I.4 La glicoproteína F del VRSH      11 
I.4.1 Estructura primaria y maduración     11 
I.4.2 Estructura secundaria      13 
I.4.3 Estructura terciaria y cuaternaria     14 
 I.4.4 Características estructurales comunes entre las proteínas F 
de los paramixovirus 
I.4.4.1 Estructura primaria y maduración    
I.4.4.2 Estructura tridimensional     
I.5 Fusión de membranas       
 
II OBJETIVOS         
 
III MATERIALES Y MÉTODOS       
III.1 Materiales        
III.1.1 Material biológico      
III.1.1.1 Líneas celulares de mamífero    
III.1.1.2 Anticuerpos monoclonales (AcMs)   
III.1.1.3 Virus       
III.1.1.4 Bacterias y plásmidos     
III.1.2 Enzimas y oligonucleótidos     
III.1.2.1 Enzimas       
III.1.2.2 Oligonucleótidos      
III.1.3 Reactivos        

















III.1.3.2 Productos inmunoquímicos    33 
III.1.3.3 Productos radioactivos     33 
III.1.4 Medios de cultivo      34 
  III.1.4.1 Células eucariotas      34 
  III.1.4.2 Bacterias       34 
III.2 Métodos         34 
III.2.1 Manipulación de células animales y virus   
 34 
III.2.1.1 Cultivo de células eucariotas    34 
III.2.1.2 Crecimiento y purificación del VRSH   34 
III.2.1.3 Crecimiento de virus vaccinia    35 
III.2.1.4 Titulación del virus vaccinia por plaqueo en agar 35 
III.2.1.5 Construcción de virus vaccinia recombinantes  35 
III.2.2 Manipulación y clonaje de ácidos nucleicos   36 
36 III.2.2.1 Cultivo de bacterias y preparación de células 
competentes 
III.2.2.2 Clonaje de DNA      36 
III.2.2.3 Caracterización de plásmidos recombinantes  37 
III.2.3 Purificación de AcMs y proteínas    37 
III.2.3.1 Purificación de AcMs     37 
III.2.3.2 Preparación de columnas de inmunoafinidad  38 
III.2.3.3 Purificación de la proteína FTM-    38 
III.2.3.4 Purificación de la proteína F    38 
39 III.2.4 Expresión y caracterización de proteínas en células 
eucariotas  
III.2.4.1 Marcaje metabólico de proteínas   
 39 
III.2.4.2 Preparación de extractos celulares   39 
40 III.2.4.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida, 
electrotransferencia e inmunodetección de proteínas 
(western blot) 
III.2.4.4 Inmunoprecipitación     40 
III.2.4.5 ELISA       41 
III.2.4.6 Ultracentrifugación en gradientes de sacarosa  41 
III.2.4.7 Microscopía electrónica     41 
III.2.4.8 Secuencia N-terminal y espectrometría de masas 41 
III.2.4.9 Digestión con N-glicosidasa F    42 
 vi
III.2.5 Obtención de sueros anti-péptido y anti-F   42 
III.2.6 Alineamiento de secuencias     43 
 
IV RESULTADOS         45 
 IV.1 Purificación de las proteínas F y FTM- a partir de virus 
vaccinia recombinantes que expresan ambas proteínas 
IV.1.1 Puesta a punto de la purificación de la proteína FTM-  
IV.1.2 Puesta a punto de la purificación de la proteína F  
IV.2 Comparación de las proteínas F y FTM-    
IV.2.1 Movilidad electroforética en distintas condiciones de 
calentamiento y reducción 
IV.2.2 Susceptibilidad a la digestión con tripsina   
IV.2.3 Reactividad en ELISA con a AcMs específicos de la 
proteína F 
IV.2.4 Ultracentrifugación en gradientes de sacarosa   
IV.2.5 Microscopía electrónica      
IV.3 Análisis estructural de las proteínas F y FTM- por 
inmunomicroscopía electrónica 
IV.4 Procesamiento proteolítico de las proteínas F y FTM-. 
Descripción de un nuevo sitio de procesamiento 
IV.4.1 Caracterización de estadíos intermedios de 
procesamiento de la proteína FTM- 
IV.4.2 Procesamiento proteolítico de la proteína F   
IV.4.3 Preparación y caracterización de proteínas F y FTM- con 
cambios en los sitios de procesamiento I y II 
IV.4.3.1 Caracterización de mutantes de la proteína FTM- 
en el sitio de procesamiento I  
IV.4.3.2 Caracterización de mutantes de la proteína F en el 
sitio de procesamiento I 
IV.4.3.2 Caracterización de un mutante de la proteína FTM- 
en el sitio de procesamiento II 
IV.4.4 Cooligomerización de moléculas de FTM- con diversos 
grados de procesamiento 
IV.5 Estudio de la activación de la proteína F    
IV.5.1 Obtención y caracterización de proteína FTM- totalmente 
procesada proteolíticamente 








 58 61 6270 
 72 72 74 74 7578 
 78 84
86 IV.5.3 Caracterización de los mutantes FTM-R108N/R109N y 
FTM-∆131-134 
 
V DISCUSIÓN         89 
V.1 Estructura de la proteína F      91 
91 V.1.1 Plegamiento de proteínas de fusión en ausencia de las 
regiones transmembrana y citoplasmática 
V.1.2 Estructura de las proteínas F y FTM-    92 
V.1.3 Estructura cuaternaria de la proteína F    96 
V.2 Procesamiento de la proteína F      97 
97 V.2.1 Comparación del procesamiento de la proteína F del 
VRSH con el de proteínas de fusión de otros paramixovirus 
V.2.2 Procesamiento de la proteína F del VRSH   100 
 V.3 Activación de la proteína F      101 
 V.3.1 Mecanismo de activación de la proteína F del VRSH  101 
105 V.3.2 Analogías y diferencias entre los mecanismos de fusión de 
los paramixovirus 
 
VI CONCLUSIONES        109 
 
VII BIBLIOGRAFÍA        113 
 viii
ÍNDICE DE FIGURAS Y TABLAS 
 
FIGURAS 
Figura I.1.1: Comparación de los genomas de la familia Paramyxoviridae 4 
Figura I.3.1: Mapa genético de la cepa Long del VRSH    7 
 Figura I.3.2: Representación esquemática de la estructura de la partícula del 
VRSH 
Figura I.4.1: Estructura primaria de la proteína F del VRSH   12 
Figura I.4.2: Predicción de la estructura secundaria de la proteína F del VRSH 14 
Figura I.4.3: Estructura del complejo RHA-RHB de la proteína F del VRSH 15 
Figura I.4.4: Estructura primaria de los paramixovirus    16 
Figura I.4.5: Estructura de la proteína F de virus de la enfermedad de Newcastle 18 
 Figura I.4.6: Estructura de las regiones heptádicas adyacentes al péptido de 
fusión 
Figura IV.1.1: Expresión de la proteína FTM- en células infectadas con 
VRBFTM- en presencia de distintos porcentajes de STF 
 
Figura IV.1.2: Precipitación  de proteína FTM-  con (NH4)2SO4   
Figura IV.1.3: Purificación de la proteína FTM- por cromatografía de 
inmunoafinidad 
Figura IV.1.4: Optimización de la purificación de proteína FTM-   
Figura IV.1.5: Purificación de proteína F      
Figura IV.2.1: Western blot de las proteínas FTM- y F en distintas 
condiciones de reducción y calentamiento 
Figura IV.2.2: Susceptibilidad a la digestión con tripsina de las proteínas 
FTM- y F  
Figura IV.2.3: Reactividad en ELISA de las proteínas F y FTM- purificadas 
 54 
Figura IV.2.4: Ultracentrifugación de las proteínas F y FTM- en gradientes 
de sacarosa 
Figura IV.2.5: Microscopía electrónica de las proteínas F y FTM-   
Figura IV.2.6: Esquema de las proteínas FTM- y F observadas al microscopio 
electrónico 
Figura IV.3.1: Inmunomicroscopía electrónica de las proteínas F y FTM- con 
los AcMs 2F, 47F y 56F 
Figura IV.3.2: Inmunomicroscopía electrónica de los complejos AcM-proteína F
Figura IV.3.3: Unión de AcMs a las proteínas F y FTM-    







 57205 59 60 
61 
63 
64 Figura IV.4.2: Espectrometría de masas de los péptidos trípticos de las 
bandas α, β, γ y δ 
Figura IV.4.3: Secuencia N-terminal de las bandas β y γ    68 
Figura IV.4.4: Digestión de la proteína FTM- con N-glicosidasa F   70 
Figura IV.4.5: Western blot de preparaciones de proteína F y FTM-  71 
Figura IV.4.6: Comparación del tamaño de las cadenas F2 de las proteínas 
FTM- y F  
72 
73 Figura IV.4.7: Análisis de las proteínas FTM- mutantes en el sitio de 
procesamiento I 
Figura IV.4.8: Análisis de las proteínas F mutantes en el sitio de 
procesamiento I 
74 
Figura IV.4.9: Western blot de las proteínas FTM-,  FTM-∆131-134 y FTM-
R108N/R109N purificadas 
75 
Figura IV.4.10: Inmunoprecipitación del sobrenadante de células infectadas 
con VRBFTM- con una mezcla de AcMs anti-F1 y con el suero αF104-117 
76 
Figura IV.4.11: Cooligomerización de moléculas no totalmente y totalmente 
procesadas 
77 
Figura IV.5.1: Western blot de la digestión con tripsina de proteína FTM-  78 
Figura IV.5.2: SDS-PAGE de la digestión con tripsina de estadios 
intermedios de procesamiento en la proteína FTM- 
79 
Figura IV.5.3: Ultracentrifugación en gradientes de sacarosa de la proteína 
FTM- sin digerir y digerida con tripsina 
80 
Figura IV.5.4: Microscopía electrónica de preparaciones de proteína FTM- 
sin digerir o digerida con tripsina 
81 
Figura IV.5.5: Digestión con tripsina de proteína FTM- a distintas temperaturas 82 
Figura IV.5.6: Proteína FTM- sin digerir o digerida con tripsina a distintas 
temperaturas 
83 
Figura IV.5.7: Digestión con tripsina de proteína F     84 
Figura IV.5.8: Ultracentrifugación en gradiente de sacarosa de la proteína F 
sin digerir o digerida con tripsina 
85 
86 Figura IV.5.9: Microscopía electrónica de preparaciones de proteína F sin 
digerir o digerida con tripsina 
Figura IV.5.10: Ultracentrifugación en gradiente de sacarosa de las 
proteínas FTM-, FTM-R108N/R109N y FTM-∆131-134 
87 
Figura IV.5.11: Microscopía electrónica de fracciones de los gradintes de 
proteína FTM-, FTM-R108N/R109N y FTM-∆131-134 
88 
Figura V.1.1: Diagrama de la estructura primaria de la proteína F y 
localización de las regiones antigénicas en las espículas 
3 
Figura V.2.1: Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de la cadena F2 
de la proteína F de distintas cepas del VRSH 
 x98 98 9
Figura V.2.2: Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de la cadena F2 
de la proteína F de los pneumovirus 
Figura V.2.3: Comparación del número de residuos de la cadena F2 de 
distintos paramixovirus 
99 




Tabla III.1.1: Plásmidos utilizados       31 






A  Amperios 
Abs  Absorbancia 
AcM  Anticuerpo monoclonal 
AcMs  Anticuerpos monoclonales 
ATTC  Colección estadounidense de cultivos tipo 
b  Bases 
βME  β−Mercaptoetanol 
ºC  Grados Celsius 
cDNA  DNA complementario 
Ci  Curio 
col.  Colaboradores 
cpm  Cuentas por minuto 
cRNA  RNA complementario 
Da  Daltons 
DMEM Medio Eagle modificado por Dulbecco 
DMSO Dimetilsulfóxido 
DNA  Ácido desoxirribonucleico 
EDTA  Etilen diamino tetracetato sódico 
ELISA  Ensayo inmunoenzimático 
Fab  Parte de la molécula de Ig que contiene el sitio de unión con el antígeno 
g  Gramo 
h  Hora 
HA  Hemaglutinina 
HEPES  4 –(2- hidroxietil)-piperazina-1-etano-ácido sulfónico 
HPLC  Cromatografía líquida de alta presión 
Ig  Inmunoglobulina 
i.p.  Intraperitoneal 
KLH  Keyhol limpet haemocianina 
l  Litro 
M  Molaridad 
m  Metro 
mdi  Multiplicidad de infección 
min  Minutos 
mRNA RNA mensajero 
m/z  masa por unidad de carga 
N  Normalidad 
ND  No determinado 
NDV  Virus de la enfermedad de Newcastle 
nt  Nucleótido 
NVA  Neumovirus aviar 
OPD  O-fenildiamina 
ORF  Fase de lectura abierta 
P35  Placa de Petri de 35 mm de diámetro 
 xii
P100  Placa de Petri de 100 mm de diámetro 
P150  Placa de Petri de 150 mm de diámetro 
pb  Pares de bases 
PAGE  Electroforesis en geles de poliacrilamida 
PBS  Tampón fosfato salino 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 
pRB/F  Plásmido pRB21 con el gen de la proteína F del VRSH 
pRB/FTM- Plásmido pRB21 con el gen de la proteína FTM- del VRSH 
PSA  Persulfato amónico 
Q  Calor 
RAM  Suero de conejo anti-ratón 
RNA  Ácido ribonucleico 
rpm  Revoluciones por minuto 
s  Segundos 
SAB  Seroalbúmina bovina fracción V 
SC  Suero de cerdo 
SDS  Dodecil sulfato sódico 
STF  Suero de ternera fetal  
SV5  Virus simio 5 
T  Temperatura 
TEMED N-N-N'-N'-tetrametil-etilendiamina 
TPCK  Tosilamida-fenil etil clorometil cetona 
Tris  Tris(hidroximetil)-aminoetano 
U  Unidades 
ufp  Unidades formadoras de placa 
V  Voltios 
VIH-1  Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 
VIH-2  Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2 
VIS  Virus de la inmunodeficiencia simia 
VLMM Virus de la leucemia murina Moloney 
vol  Volumen 
VPIH-1 Virus de la parainfluenza humana tipo 1 
VPIH-2 Virus de la parainfluenza humana tipo 2 
VPIH-3 Virus de la parainfluenza humana tipo 3 
VPR  Virus de la pneumonía de ratón 
vRNA  RNA viral 
VRB12 Virus vaccinia carente del gen VP37 
VRBF  Virus vaccinia recombinante que expresa la proteína F 
VRBFTM- Virus vaccinia recombinante que expresa la proteína FTM- 
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El virus respiratorio sincitial humano (VRSH) es el principal agente causante 
de infecciones del tracto respiratorio inferior en lactantes y en niños/as de corta edad, 
produciendo neumonías y bronquiolitis (Chanock y col., 1957). Es un virus 
ampliamente difundido que afecta a la totalidad de los niños/as durante los primeros 
años de vida. Además, existen evidencias de que este virus produce infecciones 
respiratorias graves en adultos inmunodeprimidos y en ancianos/as (Falsey y col., 
1995). El virus se aisló por primera vez en 1956 de un chimpancé que padecía coriza y 
presentaba síntomas semejantes a los del resfriado común (Morris y col., 1956). Su 
nombre procede de la capacidad que posee de formar sincitios en células en cultivo. 
No se dispone, todavía, ni de terapias antivirales efectivas, ni de vacunas frente 
al VRSH. Los intentos de vacunación, realizados en los años sesenta utilizando virus 
inactivado, no tuvieron éxito en inducir protección y, tras una infección natural en los 
individuos vacunados, se produjo una enfermedad más grave que en los controles sin 
vacunar (Kapikian y col., 1969; Kim y col., 1969). Los avances en la biología molecular 
de este virus están siendo muy importantes para el desarrollo de una vacuna eficaz o de 




I. 1 CLASIFICACIÓN DEL VRSH 
 
El VRSH está clasificado dentro del orden Mononegavirales (virus RNA de 
banda negativa, no segmentados, con una nucleocápsida helicoidal) y pertenece a la 
familia Paramyxoviridae. Las otras familias del orden son: Rhabdoviridae, Filoviridae 
y Bornaviridae. Los paramixovirus poseen las siguientes características: i) el genoma 
está formado por una única cadena de RNA de polaridad negativa que se encuentra en el 
interior de una nucleocápsida helicoidal (que contiene el complejo polimerasa), que le 
confiere resistencia a RNasas; ii) el genoma se transcribe secuencialmente por la 
polimerasa viral, mediante un mecanismo en el que para y reinicia la síntesis de RNAs 
obedeciendo a señales que actúan en cis, dando lugar a la formación de mRNAs; iii) el 
ciclo viral replicativo es citoplásmico; iv) los viriones adquieren una envuelta lipídica 
que procede de la membrana plasmática; y v) la entrada en la célula huésped está 
mediada por la fusión de las membranas viral y celular en una primera etapa de la 
infección.  
La familia Paramyxoviridae contiene a su vez dos subfamilias: 
Paramyxovirinae (que se divide en los géneros Respirovirus, Morbillivirus y 
Rubulavirus) que incluye, entre otros, los virus Sendai, del sarampión, de la enfermedad 
de Newcastle, simio 5, de la parainfluenza humana (VPIH), de las paperas y Rinderpest; 
y Pneumovirinae, que posee dos géneros, el Pneumovirus, representado por el VRSH, 
así como los virus respiratorios sincitiales bovino, ovino y caprino y el virus de la 
neumonía del ratón; y el Metapneumovirus, con un único representante, el neumovirus 
aviar (también denominado virus de la rinotraqueítis del pavo). 
La subfamilia Pneumovirinae se distingue de la Paramyxovirinae en que 
presenta una mayor complejidad genómica (codifica más proteínas como se indica en la 
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Figura I.1.1) y carece de proteínas con actividades de hemaglutinación y/o 
neuraminidasa. Así, mientras que la proteína HN del género Respirovirus posee ambas 
actividades, la proteína H de los Morbillivirus sólo tiene la capacidad de 
hemaglutinación y la proteína G de los Pneumovirus, excepto la del virus de la 
neumonía de ratón, carece de ambas (Pringle, 1987; Kingsbury, 1990; McIntosh y 





















































Figura I.1.1: Comparación de los genomas de la familia Paramyxoviridae. Cada rectángulo indica




I.2 CARACTERISTICAS DE LA ENFERMEDAD 
 
I.2.1 EPIDEMIOLOGÍA 
 El VRSH presenta una distribución mundial y produce epidemias anuales. La 
mayor susceptibilidad a desarrollar bronquiolitis o neumonía tiene lugar entre las 6 
semanas y los 9 meses de edad. Las reinfecciones son frecuentes en todas las edades, 
aunque en adultos disminuye la incidencia de las mismas y la gravedad de los síntomas 
(Vikerfors y col., 1987). El VRSH es muy contagioso y se transmite por la dispersión de 
secreciones respiratorias infectadas o por contacto de las manos con superficies 
contaminadas y subsiguiente inoculación de la mucosa conjuntiva o nasal (Hall y 
Douglas, 1981). 
Dentro del VRSH se han identificado dos grupos antigénicos por el patrón de 
reactividad con anticuerpos monoclonales (AcMs): A y B (Anderson y col., 1985; 
García-Barreno y col., 1989; Mufson y col., 1985; Norrby y col., 1986) y, por análisis 
de secuencia, se ha demostrado que constituyen dos grupos genéticos diferentes (Cane y 
Pringle, 1991; Sullender y col., 1991). Ambos grupos antigénicos pueden cocircular en 
la misma comunidad durante la misma epidemia, variando la frecuencia relativa de su 
aislamiento de un año a otro, o en el mismo año si se consideran comunidades distintas, 
aunque, en general, el grupo A circula en mayor proporción (Anderson y col., 1991; 
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Cane y col., 1994; Cane y Pringle, 1991; Hendry y col., 1989, 1986; Monto y Ohmit, 
1990; Russi y col., 1989; Tsutsumi y col., 1988). Dentro de cada grupo también se ha 
puesto de manifiesto la existencia de variabilidad antigénica (Akerlind y col., 1988; 
Storch y Park, 1987) y genética (Cristina y col., 1990, 1991), así como la cocirculación 
de virus pertenecientes a múltiples linajes durante la misma epidemia en la misma 
comunidad y la existencia de virus muy similares circulando en lugares distintos y en 
diferentes años (Cane y col., 1994; Cane y Pringle, 1991; García y col., 1994). 
Cuando se produce una segunda infección en niños/as previamente infectados 
por virus del grupo A suele ser por un virus del grupo antigénico B (Mufson y col., 
1987) y, por otro lado, cada año tienden a predominar virus de diferentes cepas (Cane y 
col., 1994), sugiriendo que, aunque la respuesta inmune frente a una estirpe viral no es 
de larga duración, puede estar limitando la propagación del virus y seleccionando 
nuevas variantes. 
La distribución ubicua de la infección por el VRSH, la prevalencia global de un 
número discreto de genotipos y el agrupamiento temporal (y no local) de los aislados, 
sugieren que el virus se disemina rápida y continuamente por toda la población mundial 
(Spence y Barratt, 1986). 
 
 
I.2.2 MANIFESTACIONES CLÍNICAS Y DIAGNÓSTICO 
 La infección se inicia con la multiplicación del virus en las células epiteliales del 
tracto respiratorio superior, causando fiebre, tos, congestión nasal, faringitis y/u otitis 
media (Heikkinen, 1999). Después de 1-3 días progresa hacia el tracto respiratorio 
inferior, probablemente a través de la aspiración de secreciones infectadas (Roberts y 
col., 1995). 
La infección primaria es responsable de afecciones severas del tracto 
respiratorio inferior, tales como neumonías, bronquiolitis y traqueobronquitis, en 
aproximadamente el 1% de las personas entre 2 y 6 meses de edad (McIntosh y 
Chanock, 1990). En niños/as menores de tres semanas la infección es atípica, 
presentando irritabilidad y letargo, siendo raras las bronquiolitis y las bronconeumonías 
(Hall, 1979; Hall y col., 1979a, 1979b). Las infecciones en personas de más edad 
corresponden, en su mayoría, a reinfecciones y suelen ser leves o asintomáticas. 
Generalmente afectan sólo al tracto respiratorio superior y son clínicamente 
indistinguibles del resfriado común. La sintomatología, sin embargo, es más grave en 
ancianos/as y en adultos inmunodeprimidos, siendo frecuentes las bronquitis y 
neumonías (Fransen y col., 1967; Garvie y Gray, 1980). 
El diagnóstico de la infección por el VRSH suele hacerse a partir de 
secreciones respiratorias mediante la detección de antígenos virales por ELISA o 
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I.2.3 TRATAMIENTO Y PREVENCIÓN DEL VRSH 
La dificultad en el tratamiento de las infecciones por el VRSH radica en el 
hecho de que, la mayor parte de las manifestaciones clínicas, parecen estar relacionadas 
con la respuesta inmunopatológica que sigue a la fase de replicación del virus. Por ello, 
la terapia antiviral debería ser extremadamente eficaz para que se pudieran apreciar 
disminuciones sustanciales en los tiempos de hospitalización y convalecencia, que son 
generalmente cortos. 
La ribavirina es una análogo de la guanosina que, desde 1985, se ha utilizado 
para el tratamiento de las infecciones por el VRSH. Su eficacia terapéutica es dudosa, 
aunque in vitro (Hruska y col., 1980) inhibe la replicación del virus y algunos estudios 
demuestran una disminución de la producción de virus en el tracto respiratorio de 
niños/as infectados (Smith y col., 1991; Mills, 1999). Actualmente sólo se recomienda 
su utilización, en forma de aerosoles, en el caso de niños/as pertenecientes a grupos de 
alto riesgo (prematuros/as, con displasia pulmonar, etc.). 
La administración intravenosa o tópica de inmunoglobulinas humanas 
purificadas con un título alto de anticuerpos neutralizantes contra el VRSH o de 
fragmentos Fab de AcMs humanos recombinantes anti-VRSH (Crowe y col., 1994) 
demostró ser eficaz desde un punto de vista profiláctico en modelos animales 
(Hemming y col., 1985; Prince y col., 1987), aunque estudios más recientes sugieren 
una menor o incluso nula capacidad terapéutica (Prober y Wang, 1997; Rimensberger y 
col., 1996; Rodríguez y col., 1997). Actualmente, el único tratamiento profiláctico 
específico aprobado para su uso en niños/as de alto riesgo es la administración 
intravenosa de inmunoglobulinas de alto título frente al VRSH o de un AcM 
“humanizado” dirigido contra la proteína F del virus (Johnson y col., 1997). 
La administración combinada de ribavirina e inmunoglobulinas a pacientes 
transplantados de médula ósea infectados por el VRSH aumentó la supervivencia de los 
mismos en un 22% (Whimbey y col., 1995), lo que sugiere que éste podría ser el 
tratamiento a seguir en los casos más graves. 
Otras terapias que se están probando a nivel experimental son el uso de 
oligonucleótidos antisentido (Cirino y col., 1997; Jairath y col., 1997) y la 
quimioterapia con diferentes compuestos que actúen a nivel de adsorción y/o 
replicación viral: sustancias polianiónicas, EICAR, pirazofurina o ciclopentenilcitosina. 
Se han investigado numerosas estrategias vacunales a escala experimental: 
péptidos sintéticos (Bastien y col., 1997); antígenos virales recombinantes (Plotnicky-
Gilquin y col., 1999); vectores basados en virus vaccinia recombinantes defectivos en 
replicación (Wyatt y col., 1999), en virus recombinantes de la estomatitis vesicular 
(Kahn y col., 1999) o en virus de la parainfluenza (Schmidt y col., 2001); y vacunas de 
subunidades que incluyen las proteínas F y G purificadas a partir de células infectadas 
con el VRSH (Tebbey y col., 1999). Por último, también se han evaluado las vacunas de 
DNA (Li y col., 1998b; Bembridge y col., 2000) o combinaciones de DNA con 
proteínas purificadas (Martínez y col., 1999). Un estudio reciente ha demostrado que 
una vacuna con el virus vivo atenuado en combinación con una vacuna de subunidades 
proteicas es capaz de proteger a niños/as y ancianos/as de la infección (González, 2000). 
En la actualidad todo parece apuntar al desarrollo de vacunas mediante técnicas 
de biología molecular, las cuales han permitido el rescate de virus genéticamente 
manipulados a partir de cDNAs, así como la obtención de mutantes termosensibles que 
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tienen disminuida su capacidad de replicación in vivo (Crowe, 1999). Así, los progresos 
realizados en la obtención de virus infectivos a partir de clones de cDNA permitirán el 
diseño de nuevos virus atenuados con mutaciones específicas o capaces de modular la 
respuesta inmune por expresión de genes adicionales, tales como citoquinas y/o 




I.3 BIOLOGÍA MOLECULAR DEL VRSH 
 
I.3.1 GENOMA 
El genoma del VRSH está constituido por una molécula de RNA 
monocatenario, de polaridad negativa y de aproximadamente 15 kb (Lambert y col., 
1980; Huang y Wertz, 1982, 1983), que, según se aprecia en la Figura I.3.1, codifica 11 
mRNAs (Collins y Wertz, 1983; Venkatesan y col., 1983; Huang y Wertz, 1983; 
Collins y col., 1984b). Cada gen contiene un marco de lectura abierto (ORF), a 
excepción del gen M2, que tiene dos. Los mRNAs tienen CAP en el extremo 5´ y están 
poliadenilados en el extremo 3´. Cada gen comienza con una secuencia de 9 
nucleótidos denominada gene start (GS) altamente conservada, excepto en el gen L 
(Kuo y col., 1997), y cuya función es controlar el inicio de la transcripción y la adición 
de CAP. Los dos últimos genes, M2 y L, solapan en 68 nucleótidos, por lo que la señal 
GS del gen L se localiza dentro del gen M2 (Figura I.3.1). Por este motivo, esta 
secuencia solapante se transcribe dos veces (Collins y col., 1987; Fearns y Collins, 
1999a). Los genes acaban con una secuencia semi-conservada de 12-13 nucleótidos 
denominada gene end (GE), que dirige la terminación de la transcripción y la 
poliadenilación del mRNA (Collins y col., 1986; Kuo y col., 1996, 1997). Los nueve 
primeros genes están separados por regiones intergénicas con longitudes de 1-56 













  532   503     1203         914        958     410    923         1903         961 6578 





Figura I.3.1: Mapa genético de la cepa Long del VRSH. En la parte superior se indica el nombre y
la longitud (nucleótidos) de cada gen. En la parte inferior se señalan las posiciones y longitudes de las
secuencias intergénicas, la región de solapamiento entre los genes M2 y L y las secuencias leader y
trailer. La segunda fase de lectura del gen M2 (M2-II) se indica con un cuadro gris. 
En cada extremo del RNA viral se encuentran dos regiones no codificantes; un 
RNA leader de 44 nucleótidos en el extremo 3´ y una región trailer de 159 nucleótidos 
en el extremo 5´ (Mink y col., 1991) (Figura I.3.1). Veintiuno de los primeros 24-26 
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nucleótidos de ambos extremos son complementarios, lo que indica un alto grado de 
identidad entre los promotores de los extremos 3´ del RNA genómico y antigenómico. 
La transcripción se produce de forma secuencial desde un único promotor 
situado en el extremo 3´ (la región leader), como se pudo comprobar mediante estudios 
de cinéticas de inactivación de la transcripción por luz ultravioleta y la caracterización 
de mRNAs policistrónicos. En el modelo propuesto, la polimerasa viral pararía y 
reiniciaría la síntesis de mRNA en cada secuencia intergénica (Dickens y col., 1984). En 
el caso concreto del gen L todavía se desconoce cómo la polimerasa accede a la región 
GS, que se encuentra dentro de la región solapante con el gen M2. Se ha propuesto un 
modelo en el que la polimerasa primero transcribiría el gen M2 y luego retrocedería 
para transcribir el gen L (Fearns y Collins, 1999a). Como en todos los mononegavirus, 
existe un gradiente transcripcional, de manera que los genes más próximos al promotor 
son transcritos con más frecuencia. Este mecanismo, junto con la presencia de regiones 
intergénicas, actúa como regulador de la transcripción (Kuo y col., 1997; Hardy y col., 
1999), aunque se ha propuesto que la longitud de los genes también influye. La 
transcripción también es dependiente de proteínas celulares como actina y profilina 
(Burke y col., 1998, 2000). 
La replicación implica la síntesis de un intermediario replicativo encapsidado 
de polaridad positiva, el antigenoma (cRNA), que es una copia exacta del genoma 
completo (vRNA) (Conzelmann, 1996). Este último se sintetiza empleando como molde 
el antigenoma. Ambos se encuentran siempre en forma de nucleocápsidas y su síntesis 
se inhibe cuando la nucleoproteína es limitante.  
 
 
I.3.2 PROTEÍNAS VIRALES 
Las partículas virales están constituidas por una nucleocápsida helicoidal 
recubierta por una envuelta lipoproteica que el virus adquiere al salir de la célula por 
gemación (Norrby y col., 1970). La nucleocápsida es una hélice simétrica en la que está 
el RNA viral asociado con la nucleoproteína (N), la fosfoproteína (P), un factor 
antiterminador de la transcripción (M2-I o 22k) y la polimerasa (L) (Figura I.3.2). 
La proteína matriz (M) forma una cubierta proteica en la cara interna de la 
envuelta (Figura I.3.2). La envuelta viral contiene tres glicoproteínas 
transmembranales: la proteína de unión al receptor o proteína G, la proteína de fusión o 
proteína F y una proteína pequeña hidrofóbica o proteína SH, de función todavía 
desconocida. Las glicoproteínas están organizadas por separado en espículas virales, 


































Figura I.3.2: Representación esquemática de la estructura de la partícula del VRSH. Se señala la
localización de las distintas proteínas que componen el virión. 
 
A continuación se indican, brevemente, las características principales de las 
once proteínas codificadas por el genoma del VRSH. 
• Nucleoproteína (N): Es la proteína principal de la nucleocápsida y es 
ligeramente básica. Se localiza, con las proteínas P, 22k y, probablemente, L, en 
inclusiones citoplásmicas presentes en células infectadas con el virus o 
transfectadas con plásmidos que expresan los genes correspondientes (García y 
col., 1993). El complejo N-RNA es el molde funcional para la polimerasa viral. 
• Fosfoproteína (P): Es ácida, hidrofílica y está fosforilada en residuos de Ser 
localizados principalmente en las zonas central y C-terminal de la molécula 
(Mazumder y Barik, 1994; Navarro y col., 1991; Sánchez-Seco y col., 1995; 
Villanueva y col., 1994). El extremo C-terminal de la proteína P es esencial para 
la interacción con la proteína N (García-Barreno y col., 1996). La fosfoproteína 
es un cofactor esencial de la RNA polimerasa viral. 
• Proteína L: Es la RNA polimerasa dependiente de RNA del VRSH. Es básica y 
relativamente hidrofóbica, con un alto contenido en Leu e Ile. Tiene seis regiones 
altamente conservadas entre las RNA polimerasas de distintas familias de virus 
que, posiblemente, corresponden a distintos dominios funcionales de la proteína 
(Stec y col., 1991).  
• Proteína matriz (M): Proteína no glicosilada que se localiza en la cara interna de 
la envuelta viral (Lambert, 1988). Es relativamente básica y posee un dominio 
hidrofóbico en el tercio C-terminal de la molécula que mediaría la interacción con 
la membrana (Satake y Venkatesan, 1984). Se piensa que tiene dos funciones 
generales: mantener la nucleocápsida transcripcionalmente inactiva antes del 
empaquetamiento y mediar la asociación de la nucleocápsida con la envuelta 
naciente durante la morfogénesis del virus (Teng y Collins, 1998). 
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• Proteína 22k: El gen M2 contiene dos fases de lectura abiertas que solapan en 32 
nucleótidos (Collins y col., 1990). El producto del primer marco de lectura (ORF-
1) da lugar a un polipéptido de 22kDa de masa molecular. La segunda fase de 
lectura (ORF-2) codifica una proteína más pequeña, la M2-II. La proteína 22k es 
muy básica, relativamente hidrofílica y colocaliza con las proteínas N y P en los 
cuerpos de inclusión citoplásmicos presentes en las células infectadas por el 
VRSH (Routledge y col., 1987; García y col., 1993). La proteína 22k es un 
antiterminador de la transcripción y es esencial para la viabilidad del virus 
(Collins y col., 1996, 1999; Fearns y Collins, 1999b; Hardy y col., 1999). 
• Proteína M2-II: La proteína M2-II se ha encontrado en extractos de células 
infectadas (Ahmadian y col., 1999), aunque no se sabe todavía si se incorpora al 
virión. La proteína M2-II parece actuar como factor regulador implicado en el 
equilibrio entre la replicación y la transcripción del vRNA (Bermingham y 
Collins, 1999). 
• Proteínas no estructurales NS1 y NS2: Son proteínas de pequeño tamaño que se 
consideran no estructurales porque no se han encontrado en virus maduros 
(Collins y Wertz, 1985; Huang y col., 1985), aunque abundan en células 
infectadas. La NS1 coprecipita con la proteína M (Evans y col., 1996), mientras 
que la NS2 colocaliza en las células con la proteína N, pero no coprecipita con 
ninguna proteína viral (Weber y col., 1995; Evans y col., 1996). La NS1 es un 
inhibidor de la síntesis de vRNA (Atreya y col., 1998), aunque esa inhibición no 
es específica sólo del VRSH y, por tanto, se desconoce cuál es su verdadera 
función. La proteína NS2 no es esencial para la replicación viral, aunque en su 
ausencia los virus son atenuados (Teng y Collins, 1999; Whitehead y col., 1999). 
• Proteína SH: Es una proteína de membrana ligeramente básica, con una larga 
región hidrofóbica central y dos sitios potenciales de glicosilación, uno a cada 
extremo de la proteína (Collins y Mottet, 1993). Se acumula en células infectadas 
en cuatro formas diferentes (SH0, SHt, SHg y SHp), dos de ellas glicosiladas (SHg 
y SHp) (Anderson y col., 1992a; Olmsted y Collins, 1989), pero sólo se incorpora 
en pequeñas cantidades en los viriones (Olmsted y Collins, 1989). La función de 
esta proteína es todavía desconocida, aunque algunos trabajos implican a la 
proteína SH, junto con las proteínas F y G, en la formación de sincitios 
(Heminway y col., 1994a; Pastey y Samal, 1997), a pesar de que la eliminación 
de este gen no afecta a la viabilidad del virus en cultivo (Bukreyev y col., 1997; 
Karger y col., 2001). La expresión de la proteína SH en bacterias aumenta la 
permeabilidad de la membrana bacteriana a compuestos de bajo peso molecular. 
Este resultado sugiere que la proteína SH podría estar implicada en la 
desestabilización de la membrana de la célula infectada (Pérez y col., 1997). 
• Glicoproteína G: Es la responsable de la unión del virus al receptor celular en 
las primeras etapas del ciclo infectivo (Levine y col., 1987; Sullender y col., 
1991). Se ha propuesto que el receptor está constituido por los proteoglicanos 
sulfatados presentes en la superficie celular (Martínez y Melero, 2000). No 
comparte homologías de secuencia con proteínas de unión al receptor de otros 
paramixovirus y carece de actividades hemaglutinina y neuraminidasa. Está 
altamente glicosilada (Satake y col., 1985) y tiene una estructura no globular 
cuyo ectodominio tiene similitud con las mucinas (glicoproteínas que forman una 
barrera protectora en los tractos respiratorio, reproductor y gastrointestinal). 
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Es una glicoproteína transmembrana tipo II, con una región hidrofóbica cerca del 
extremo N-terminal que le sirve tanto de péptido señal como de anclaje a la 
membrana, dejando en el extremo C-terminal dos terceras partes de la molécula 
orientadas hacia el exterior. Es en este último dominio donde se localizan cuatro 
residuos de Cys conservados en todas las cepas de virus secuenciadas y que 
forman parte de un motivo estructural que se ha propuesto como el sitio de unión 
al receptor (Johnson y col., 1987). La proteína G también se sintetiza como forma 
soluble, debido al comienzo de la traducción en un segundo codón de iniciación 
en fase con el primero, situado en el aminoácido 48 (dentro de la región 
hidrofóbica) (Hendricks y col., 1988; Roberts y col., 1995). Aproximadamente el 
16-20% del total de las moléculas de proteína G sintetizadas en cultivo son 
solubles. La función de la forma soluble de la glicoproteína G es todavía 
desconocida. 
• Proteína F: Puesto que esta proteína es el tema de este trabajo, su estructura y 




I.4 LA GLICOPROTEÍNA F DEL VRSH  
 
La proteína F del VRSH facilita la entrada del virus en la célula por fusión de 
sus membranas, permitiendo la descarga de la nucleocápsida en el citoplasma de la 
célula huésped (Srinivasakumar y col., 1991). Así mismo, la proteína F media la fusión 
de la membrana de la célula infectada con las de células adyacentes, dando lugar a la 
formación de sincitios (Walsh y Hruska, 1983).  
 
 
I.4.1 ESTRUCTURA PRIMARIA Y MADURACIÓN  
La proteína F es una glicoproteína tipo I que se sintetiza como un precursor 
inactivo (F0) (Gruber y Levine, 1983b) de 574 aminoácidos (Collins y col., 1984a; 
Elango y col., 1985), que posteriormente es procesado proteolíticamente dando lugar a 
dos cadenas (F1 y F2). 
En el extremo N-terminal de la proteína inmadura F0 hay una región 
hidrofóbica (Figura I.4.1), denominada péptido señal (aminoácidos 1-22, 
aproximadamente), que se elimina del polipéptido naciente durante su translocación al 
lumen del retículo endoplásmico. En el extremo N-terminal de la cadena F1 se 
encuentra una segunda región hidrofóbica, el péptido de fusión (residuos 137-156) 
(Scheid y Choppin, 1977) y, a continuación, la región heptádica A (RHA) (residuos 
156-201)  (Zhao y col., 2000). En la zona central de la cadena F1 se encuentra una zona 
que contiene 11 residuos de Cys muy cercanos entre sí. Cerca del extremo C-terminal 
de la cadena F1 se sitúa la tercera región hidrofóbica de la proteína, que corresponde a la 
región transmembrana (residuos 525-551) y que está precedida por una segunda región 
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heptádica (RHB) (residuos 488-516) (Zhao y col., 2000). Finalmente, en el extremo C-
terminal se localiza la cola citoplasmática que tiene 23 aminoácidos.  
Entre las proteínas F de distintas cepas del VRSH existe una alta homología de 
secuencia, siendo las regiones de menor homología el péptido señal y la región 





















Figura I.4.1: Estructura primaria de la proteína F del VRSH. Se representan con rectángulos
negros las regiones hidrofóbicas (el péptido señal, PS; el péptido de fusión, PF; y la región
transmembrana, TM). Con rectángulos rayados se indican las regiones heptádicas (RHA y RHB). Con
puntos negros se señalan los residuos de Cys y con triángulos negros los sitios potenciales de N-
glicosilación. Las dos flechas indican los sitios de procesamiento proteolítico entre las cadenas F1 y
F2. También se indica la localización en la estructura primaria de los sitios antigénicos I, II, IV, V y
VI. 
En la proteína F del VRSH se han identificado cinco áreas antigénicas (Figura 
I.4.1), de las cuales, al menos cuatro, contienen epítopos reconocidos por AcMs 
neutralizantes (II, IV, V y VI) (López y col., 1998). Anticuerpos pertenecientes a esas 
áreas antigénicas inhiben además la fusión de membranas mediada por la proteína F 
(García-Barreno y col., 1989; Taylor y col., 1992). El área antigénica I, situada en el 
centro de la región rica en Cys, contiene epítopos reconocidos por AcMs débilmente 
neutralizantes (López y col., 1998).  
El análisis de mutantes que escaparon a la neutralización por AcMs anti-F 
(López y col., 1998; Arbiza y col., 1992) y ensayos de unión de los AcMs a péptidos 
sintéticos (Bourgeois y col., 1991; Arbiza y col., 1992; Trudel y col., 1987; López y 
col., 1993) o a fragmentos de la proteína expresados en bacterias (Martín-Gallardo y 
col., 1991; Naval y col., 1997), permitieron localizar las diferentes áreas antigénicas en 
la estructura primaria de la proteína F (Arbiza y col., 1992). Además, el agrupamiento 
de los epítopos de los distintos AcMs en áreas antigénicas se determinó mediante 
ensayos de competición al antígeno entre AcMs. 
Durante la maduración de la proteína F del VRSH, el polipéptido F0 es 
modificado co-traducionalmente en el retículo endoplásmico por la adición de azúcares 
en residuos de Asp (Gruber y Levine, 1985a; Peeples y Levine, 1979). La proteína tiene 
5 ó 6 sitios potenciales de N-glicosilación, dependiendo de la cepa, de los cuales sólo 
uno se encuentra en la cadena F1 (Figura I.4.1). La proteína F madura de la cepa Long 
se encuentra glicosilada en los residuos 27, 70 y 500 (Zimmer y col., 2001). 
El precursor F0 experimenta un procesamiento proteolítico (Collins y Mottet, 
1991, Anderson y col., 1992b) por proteasas celulares en las cisternas distales del trans-
Golgi o en etapas posteriores, durante su transporte a la superficie celular (Collins y 
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Mottet, 1991). Las dos cadenas resultantes, F1 y F2, quedan unidas covalentemente por 
uno o varios puentes disulfuro antes de alcanzar la superficie celular (Scheid y Choppin, 
1977; Fernie y col., 1985; Gruber y Levine, 1985b).  
El sitio de corte descrito hasta la actualidad para la proteína F del VRSH consta 
de seis residuos de Arg y Lys (131-KKRKRR-136) (Collins y col., 1984a) y es 
reconocido por proteasas del tipo proproteínas convertasas. En este trabajo se expondrá 
la utilización de un segundo sitio de procesamiento (106-RARR-109) por la proteína F 
del VRSH, que también tiene la secuencia consenso de las proproteínas convertasas. Las 
proproteínas convertasas son serín-proteasas del tipo subtilisina dependientes de Ca2+ 
que engloban: furina (PACE), PC1 (PC3), PC2, PC4, PACE4, PC5 (PC6) y PC7 (LPC, 
PC8) (Steiner, 1998; Sediah y Chrétien, 1999; Barr, 1991; Molloy y col., 1992). 
Distintos estudios apuntan hacia la proteína PC7 (Basak y col., 2001) o la furina (Bolt y 
col., 2000) como las enzimas implicadas en el procesamiento de la proteína F del 
VRSH. La capacidad del precursor F0 de ser procesado por proteasas tan ubicuas 
sugiere que este paso no es un factor limitante en el tropismo y la patogénesis del 
VRSH.  
Durante su maduración, la proteína F del VRSH también adquiere una cadena 
de ácido palmítico que se une covalentemente a la Cys 550 (Arumughan y col., 1989b). 
 
 
I.4.2 ESTRUCTURA SECUNDARIA  
La cadena F2 contiene una tercera región heptádica (además de las regiones 
RHA y RHB de la cadena F1) (residuos 53-100) (Lambert y col., 1996) que adopta, 
probablemente, una estructura de hélice α (Figura I.4.2). 
El primer tercio N-terminal de la subunidad F1 es parcialmente resistente a 
proteasas y, a partir de su secuencia aminoacídica y del análisis de péptidos de dicha 
región, se ha predicho la existencia de varias hélices α, incluyendo la que formaría la 
región heptádica (López y col., 1998; Torion y col., 1995) (Figura I.4.2). A 
continuación se encuentra la región rica en Cys, que se predice sea rica en lámina β 
(López y col., 1998). Por último, en la región C-terminal de la cadena F1, tanto la RHB, 
como la región transmembrana (Deisenhofer y col., 1985), probablemente adopten una 




















































Figura I.4.2: Predicción de la
estructura secundaria de la
proteína F del VRSH. Con
cilindros rojos se señalan las
hélices α, con rectángulos verdes
se indican las láminas β, los puntos
negros son residuos de Cys, los
triángulos negros indican los sitios
donde se localizan residuos de los
distintos sitios antigénicos (I, II,
IV, V o VI) y los sitios potenciales
de N-glicosilación se indican con




I.4.3 ESTRUCTURA TERCIARIA Y CUATERNARIA  
Péptidos de la RHA de la proteína F del VRSH tienen un porcentaje de hélice 
α entre el 38% y el 55% y son capaces de oligomerizar formando trímeros (Matthews y 
col., 2000; Zhao y col., 2000), mientras que péptidos sintéticos de la RHB no están muy 
estructurados en disolución (Lambert y col., 1996). La difracción de rayos X de cristales 
de los complejos formados por los péptidos de estas dos regiones heptádicas de la 
proteína F del VRSH indican que la RHA forma un trímero de hélices α enrolladas 
entre sí, recubierto antiparalelamente por tres hélices de la RHB (Zhao y col., 2000), 
como se aprecia en la Figura I.4.3. La interacción entre la RHA y la RHB es por 
regiones hidrofóbicas, dónde los residuos que contribuyen a la unión están altamente 
conservados. Las hélices α de la RHA tienen en su extremo C-terminal un patrón 
anormal (3-4-4-4-3), lo que permite la correcta orientación de los residuos para que 
tenga lugar la interacción con la RHB. Esto es lo único que se conoce hasta el momento 
de la estructura terciaria de la proteína F del VRSH.  
La proteína se ensambla en el retículo endoplásmico para formar un 
homooligómero (Walsh y col., 1985; Arumugham y col., 1989a). Utilizando reactivos 
de entrecruzamiento químico, Collins y Mottet (1991) llegaron a la conclusión de que la 
proteína F del VRSH forma tetrámeros y Arumugham y col. (1989a) a que se compone 
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de dímeros. Pero, como se ha comentado anteriormente, la estructura que forman 
péptidos de las regiones heptádicas es un trímero (Zhao y col., 2000). A esta misma 
conclusión se ha podido llegar mediante estudios de equilibrio de sedimentación de los 
oligómeros de los péptidos de esas regiones heptádicas (Matthews y col., 2000; 
Lawless-Delmedico y col., 2000; Zhao y col., 2000). Puesto que, como se comenta más 
adelante, los datos sobre estructura de la proteína F del otros paramixovirus apoyan la 
idea de que sean homotrímeros, lo más probable es que la proteína F del VRSH también 




Figura I.4.3: Estructura del complejo RHA-RHB de la
proteína F del VRSH. En la parte de arriba se muestra
una vista superior del complejo de seis hélices α que
forman péptidos de la RHA (azul) y de la RHB (amarillo).
En la parte inferior se muestra una vista lateral. Tomado














I.4.4 CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES COMUNES ENTRE LAS 
PROTEÍNAS F DE LOS PARAMIXOVIRUS 
I.4.4.1 Estructura primaria y maduración  
En los paramixovirus no existen grandes regiones de homología de secuencia 
entre las proteínas de fusión (Collins y col., 1984a). Además, la proteína F del VRSH 
es la que tiene una secuencia más divergente entre las proteínas de fusión de los 
paramixovirus (menos de un 20% de homología) (Morrison y Porter, 1991; Baker y 
col., 1999). Sin embargo, la longitud similar del precursor F0 (540-580 residuos), la 
disposición de los residuos de Cys, Gly y Pro, junto con el patrón general de 
hidrofobicidad y la presencia de las regiones heptádicas, como se muestra en la Figura 
I.4.4, sugieren una estructura similar de todas las proteínas de fusión de los 
paramixovirus.  
La posición de los residuos de Cys está relativamente conservada en todas las 
proteínas F de los paramixovirus y, probablemente, esté jugando un papel importante 
en el plegamiento y en el mantenimiento de la estructura tridimensional de la proteína 
(Morrison, 1988; Shoichi y col., 1994). En los pneumovirus hay 4 Cys más en la 
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cadena F1 que en el resto de paramixovirus (Shioda y col., 1986) (Figura I.4.4). 
Durante el plegamiento de la proteína, los residuos de Cys desempeñan un papel 
fundamental mediante la formación de puentes disulfuro, algunos de los cuales se 
reorganizan en etapas posteriores de la maduración de la proteína (McGinnes y col., 

















Figura I.4.4: Estructura primaria de los paramixovirus. Se representa la estructura primaria de
cuatro paramixovirus representantes de sus respectivos géneros. Con rectángulos negros se indican
las regiones hidrofóbicas (el péptido de fusión y la región transmembrana), los rectángulos rayados
señalan regiones heptádicas (la RHA y la RHB), los puntos negros los residuos de Cys y los
triángulos los sitios potenciales de N-glicosilación. La figura está adaptada de Morrison, 1988. 
 
La proteína F también se glicosila en otros paramixovirus como Sendai 
(Segawa y col., 2000) o sarampión (Alkahatib y col., 1994b). Los morbillivirus son los 
únicos que no tienen sitios potenciales de N-glicosilación en la cadena F1 (Lamb y 
Kolakofky, 1996) (Figura I.4.4). La glicosilación probablemente juegue un papel 
importante estabilizando el correcto plegamiento de la proteína (Segawa y col., 2000; 
Watanabe y col., 1995).  
En general, en las glicoproteínas virales sólo las moléculas correcta y 
completamente plegadas se transportan fuera del retículo endoplásmico (Doms y col., 
1993). La glicosilación tiene lugar antes o durante el plegamiento y, si no se produce 
este paso, normalmente el plegamiento es incorrecto y no progresa (Rose y Doms, 1988; 
Gething y Sambrook, 1992; Hurtley y Helenius, 1989; Vidal y col., 1989; Ng y col., 
1990). La proteína F del VRSH sería una excepción, ya que la proteína sin glicosilar se 
expresa en la superficie celular, cmo se comprobó con una proteína F mutada en los 
sitios potenciales de N-glicosilación (Zimmer y col., 2001). 
Como se comentó anteriormente, la proteína F del VRSH se encuentra 
palmitoilada. Las proteínas F del virus del sarampión, del virus de la enfermedad de 
Newcastle y del virus simio 5 también están palmitoiladas, pero no así la proteína del 
virus Sendai (Caballero y col., 1998).  
El procesamiento en la proteína F para dar lugar a dos cadenas unidas por 
puente(s) disulfuro es un suceso común a todas las proteínas de fusión de paramixovirus 
(Lamb y Kolakofsky, 1996; Kawahara y col., 1992). Este procesamiento proteolítico es 
indispensable para que las proteínas F de los paramixovirus puedan fusionar membranas 
(Scheid y Choppin, 1974, 1977; Kiyotani y col., 1993; Li y col., 1998a; Alkhatib y col., 
1994a). Hasta el momento sólo se han identificado los residuos de Cys que forman los 
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puentes disulfuro entre las cadenas F1 y F2 en la proteína F del virus Sendai (Iwata y 
col., 1994) y en la del virus de la enfermedad de Newcastle (Chen y col., 2001). 
La secuencia de corte reconocida por la mayoría de las proproteínas 
convertasas (R-X-K/R-R) se encuentra presente en las proteínas F de numerosos 
paramixovirus, como el virus del sarampión (Varsanyi y col., 1984), cepas virulentas 
del virus de la enfermedad de Newcastle (Toyoda y col., 1987; Glickman y col., 1988), 
el virus de la parainfluenza humana tipo 3 (VPIH-3) (Coelingh y Winter, 1990), el virus 
simio 5 o el virus de las paperas (Lamb y Kolakofsky, 1996). Así, las proproteínas 
convertasas son las responsables del procesamiento proteolítico de las proteínas F de la 
mayoría de los paramixovirus (Gotoh y col., 1992a; Ortmann y col., 1994; Sakaguchi y 
col., 1994) aunque, en algunos como el VPIH-3, que también tiene un sitio de 
procesamiento reconocido por estas enzimas, actuarían otras proteasas (Sakaguchi y 
col., 1994). Las secuencias reconocidas por proproteínas convertasas también se 
encuentran en muchas proteínas de fusión de otros virus (Toyoda y col., 1987; Basak y 
col., 2001), como en togavirus (Garoff y col., 1980), coronavirus (Cavanagh y col., 
1986), retrovirus (Shinnick y col., 1981) y citomegalovirus (Cranage y col., 1986) y son 
probablemente las responsables del procesamiento en cepas con secuencias de corte R-
X-K/R-R en la hemaglutinina del virus de la gripe (Walker y col., 1994; Basak y col., 
2001), en la gp160 del virus de la inmunodeficiencia humana tipo I (VIH-1) (Decroly y 
col., 1996; Hallenberger, 1992) y en la GP2 del virus Ébola (Volchokov y col., 1998; 
Basak y col., 2001). 
Las desviaciones de la secuencia R-X-K/R-R no son compatibles con proteínas 
procesables intracelularmente, como se ha descrito en mutantes en la región de 
procesamiento de la proteína F del virus simio 5 (Paterson y col., 1989), en cepas 
avirulentas del virus de la enfermedad de Newcastle (Pritzer y col., 1990; Glickman y 
col., 1988), en el virus Sendai (Lamb y Kolakofsky, 1996), en el virus de la 
parainfluenza humana tipo 1 (VPIH-1) (Lamb y Kolakofsky, 1996), en el virus del 
sarcoma de Rous (Pérez y Hunter, 1987), en mutantes del virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH) (McCune y col., 1988) o en algunas cepas del virus de la gripe (Vey y 
col., 1992; Skehel y Wiley, 2000). En la mayoría de estos virus, como el virus Sendai 
(Hsu y col., 1987) o el VPIH-1 (Merson y col., 1988), el procesamiento se produce 
extracelularmente por factores secretados por células epiteliales, como el factor Xa de 
células de embrión de pollo (Gotoh y col., 1992b; Nagai, 1993; Ogasawara, 1992), lo 
que confiere a estos virus una especificidad de tejido en la infección (Ogasawara y col., 
1992; Toyoda y col., 1987, 1989; Glickman y col., 1988).  
 
I.4.4.2 Estructura tridimensional 
Recientemente se ha cristalizado y resuelto mediante difracción de rayos X la 
mayor parte de la estructura tridimensional de la proteína F del virus de la enfermedad 
de Newcastle (Chen y col., 2001). La estructura cristalizada se propone que sea una 
mezcla de dos conformaciones distintas de la proteína: la anterior a la fusión de 
membranas (pre-activa) y la posterior (post-activa). La estructura resultante es un 
trímero cónico en el que se distinguen tres partes: la cabeza (que tiene forma triangular), 
el cuello y el tallo (Figura I.4.5 A). Además, aparecen dos canales, uno axial y otro 
radial, conectados entre si. La cabeza tiene dos dominios ordenados en forma de lámina 
β y está compuesta por la región rica en Cys (Figura I.4.5 B). En el cuello se encuentran 
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regiones de las cadenas F1 y F2, entre las que destaca la presencia de parte de la hélice 
α que forma la RHA. Por último, el tallo lo compone el resto de la RHA y, 
probablemente, la RHB. 
 A 
Figura I.4.5: Estructura de la
proteína F del virus de la
enfermedad de Newcastle. A:
Estructura tridimensional de
la proteína. Se representa el
trímero que forma la proteína,
donde se indican las regiones
más importantes y sus
dimensiones. Cada monómero
se indica con un color. B:
Estructura secundaria de los
distintos dominios de la
proteína. Las flechas
representan láminas β, mientras
que los cilindros son hélices α.
En líneas discontinuas se
indican las regiones que no han
podido ser resueltas. En
amarillo y verde se representa
la región rica en Cys, F pep
indica el péptido de fusión, C el
extremo C-terminal y N el N-





































Como se ha comentado anteriormente, en las proteínas F de los paramixovirus 
existen dos regiones heptádicas altamente conservadas, una de ellas situada en posición 
adyacente al péptido de fusión (RHA) (Chambers y col., 1990) y la otra antes de la 
región transmembrana (RHB) (Buckland y Wild, 1989) (Figura I.4.4). Una región 
equivalente a la RHA se encuentra en las proteínas de fusión de retrovirus, coronavirus 
y ortomixovirus (Chambers y col., 1990). Las regiones heptádicas son relativamente 
pobres en glicinas y no contienen prolinas que supongan una ruptura de la hélice α que 
forman. La hélice termina en la primera Pro, que está conservada en la mayoría de los 
paramixovirus (Chambers y col., 1990), o en un par de glicinas. Al igual que con la 
RHA del VRSH, un péptido sintético de esta región del virus simio 5 es capaz de formar 
trímeros de hélices α (Lamb y col., 1999; Joshi y col., 1998; Baker y col., 1999).  
La segunda región heptádica (RHB), adyacente a la región transmembrana, está 
conservada en paramixovirus, retrovirus y coronavirus (de Groot y col., 1987; Buckland 
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y Wild, 1989). Al igual que ocurre con péptidos de la RHB del VRSH, péptidos 
equivalentes de proteínas de fusión de otros virus como Sendai (Ghosh y col., 1998), 
sarampión, VPIH-3 (Lambert y col., 1996) y VIH-1 (Wild y col., 1994) no se 
encuentran estructurados en disolución. En cambio, un péptido de la RHB del virus de 
la enfermedad de Newcastle tiene una estructura intermedia entre una hélice α y una 
cadena 310, donde las Leu e Ile se orientan alineadas en una cara de la hélice, como se 
determinó mediante resonancia magnética nuclear y ensayos bioquímicos (Young y col., 
1997). 
Un resultado equivalente al de la estructura tridimensional del complejo de 
péptidos RHA-RHB del VRSH se ha obtenido con péptidos de la proteína F del virus 
simio 5 (Baker y col., 1999), como se muestra en la Figura I.4.6. Las estructuras de los 
complejos RHA-RHB son casi superponibles para los péptidos del VRSH y del virus 
simio 5 (Zhao y col., 2000) y aminoácidos conservados en este último virus son claves 
también en la estructura del VRSH (Matthews y col., 2000).  
La presencia de tres hélices α paralelas es un elemento estructural muy 
conservado en las proteínas de fusión virales. En la gp41 del VIH-1 (Chan y col., 1997; 
Tan y col., 1997; Weissenhorn y col., 1997), la gp41 del virus de la inmunodeficiencia 
simia (VIS) (Caffrey y col., 1998; Malashkevich y col., 1998; Yang y col., 1999), la HA 
del virus de la gripe A (Bullough y col., 1994), la HEF del virus de la gripe C 
(Rosenthal y col., 1998), la GP2 del virus Ébola (Weissenhorn y col., 1998; 
Malashkevich y col., 1999), la proteína gp21 del virus de la leucemia humana tipo 1 de 
células T (Kobe y col., 1999) y la proteína Env-TM del virus de la leucemia murina 
Moloney (VLMM) (Fass y col., 1996) se ha podido determinar esta zona central de tres 
hélices α paralelas (Figura I.4.6). Además, en algunas de estas proteínas (gp41, HA, F, 
GP2) también existe una segunda serie de hélices que se unen antiparalelamente al 
núcleo central de tres hélices.  
Se ha propuesto que este complejo trimérico de hélices α antiparalelas es la 
estructura parcial que las proteínas de fusión de los paramixovirus adoptan tras el 
cambio conformacional que se produce en el proceso de fusión de membranas por: i) la 
comparación con la estructura molecular del estado post-activo de otras proteínas de 
fusión de membranas (Skehel y Wiley, 1998); ii) la alta estabilidad de la estructura que 
forman, como se ha determinado en distintos virus como el VRSH, el virus simio 5, el 
VIH, el VIS o el virus Ébola (Lu y col., 1995; Ji y col., 2000; Weissenhorn y col., 1998; 
Zhao y col., 2000; Lawless-Delmedico y col., 2000; Lamb y col., 1999; Dutch y col., 
1999; Joshi y col., 1998); y iii) los resultados en los cuales péptidos análogos de la RHA 
y la RHB son capaces de inhibir la fusión en numerosos paramixovirus como el VRSH 
(Lambert y col., 1996), el VPIH-2 (Yao y Compans, 1996), el VPIH-3 (Yao y 
Compans, 1996; Lambert y col., 1996), el virus del sarampión (Lambert y col., 1996; 
Wild y Buckland, 1997), el virus de la enfermedad de Newcastle (Young y col., 1997, 
1999), el virus simio 5 (Lamb y col., 1999; Joshi y col., 1998) y el virus Sendai (Ghosh 
y col., 1997, 1998; Rapaport y col., 1995). En otros virus se ha podido observar que 
péptidos de la región equivalente a la RHB también inhiben la fusión, como en el VIH-1 
(Wild y col., 1992, 1993, 1994; Jiang y col., 1993a, 1993b) y el virus de la 
inmunodeficiencia felina (Lombardi y col., 1996). 
Las proteínas F de los paramixovirus son, por tanto, trímeros. En el virus de la 
enfermedad de Newcastle la estructura trimérica se ha visto mediante la resolución de la 
estructura atómica de la proteína F (Chen y col., 2001). En el virus simio 5 también se 
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ha podido determinar, como se ha comentado anteriormente, mediante la cristalización 
y resolución por difracción de rayos X, de la estructura que forman péptidos de las 
regiones heptádicas de la proteína F (Baker y col., 1999). A esta misma conclusión se 
ha podido llegar mediante estudios de equilibrio de sedimentación de estos complejos 
(Lamb y col., 1999; Dutch y col., 1999; Joshi y col., 1998). El análisis de las formas 
resultantes tras utilizar reactivos de entrecruzamiento en las proteínas F del virus simio 
5, del VPIH-3 (Russell y col., 1994) y del VPIH-2 (Tong y Compans, 2000) apoyan la 
idea de que dichas proteínas forman trímeros.  
 
 
           F                      HA                    gp41                  TM                      GP2 










 Figura I.4.6: Estructura de las regiones heptádicas adyacentes al péptido de fusión. Se
representan las estructuras del complejo RHA-RHB, o regiones equivalentes, de la proteína F del
virus simio 5 (Baker y col., 1999), la proteína HA solubilizada por el corte con bromelina tras la
exposición a pH ácido (tBHA2) (Bullough y col., 1994), la proteína gp41 del VIH-1 (Chan y col.,
1997), la proteína Env-TM del VLMM (Fass y col., 1996) y la proteína GP2 del virus Ébola
(Weissenhorn y col., 1998). El trímero interno está representado en gris (regiones equivalentes a la
RHA) y el polipéptido externo en violeta. Para cada molécula se muestra la vista superior y la lateral.
Tomado de Baker y col., 1999.  
 
En otras proteínas de fusión (gp41 del VIH-1, gp41 del VIS, HA del virus de la 
gripe A, HEF del virus de la gripe C, GP2 del virus Ébola, Env-TM del VLMM, gp64 
de baculovirus (Volkman y Goldsmith, 1984) y gp21 del virus de la leucemia humana 
tipo 1 de células T) también se ha demostrado que su estructura cuaternaria es trimérica 
(Weissenhorn y col., 1999).  
Resumiendo, las proteínas de fusión de distintas familias de virus comparten 
características comunes que se encuentran conservadas (White, 1990; Hernández y col., 
1996): i) son glicoproteínas oligoméricas de tipo I integrales de membrana sintetizadas 
como precursores inactivos que se procesan por proteasas celulares para activarse 
(Hunter y Swanstrom, 1990; Klenk y Garten, 1994b); ii) el nuevo extremo amino-
terminal que se genera tras el procesamiento proteolítico contiene el péptido fusión (en 
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virus como Ébola el péptido de fusión es interno (Volchkov y col., 1998), así como en 
el virus de la estomatitis vesicular o en el de la rabia (Gaudin y col., 1995)) y iii) tienen 
una región heptádica adyacente al péptido de fusión que se pliega en una cadena 
superenrollada trimérica en algún momento durante la fusión de membranas (White, 
1990; Stegmann y col., 1989; Skehel y Wiley, 1998). Sin embargo, el ectodominio de la 
cadena F1 de la proteína F de los paramixovirus es considerablemente más largo (unos 
380 aminoácidos) que el de las cadenas equivalentes de otras proteínas de fusión virales 
(unos 175 aminoácidos para la HA2 del virus de la gripe o la gp41 del VIH-1). Además, 
sólo en los paramixovirus y en los retrovirus aparece una segunda región heptádica en la 
zona C-terminal, junto a la región transmembrana (Lu y col., 1995; Lamb y Kolakofsky, 




I.5 FUSIÓN DE MEMBRANAS 
 
La fusión de las membranas viral y celular es una etapa clave en el proceso 
infectivo de los virus. Se ha demostrado que las proteínas virales implicadas en este 
proceso son capaces de cambiar conformacionalmente entre un estado metaestable pre-
activo y otro de mayor estabilidad post-activo y que este cambio es esencial para que se 
produzca la fusión de membranas (Chan y Kim, 1998; Hernández y col., 1996; Lamb, 
1993; Skehel y Wiley, 1998; Weissenhorn y col., 1999). En distintos virus, la unión del 
virus al receptor en la superficie celular induce la endocitosis de la partícula viral en 
vesículas que se acidifican en el interior de la célula tras su fusión, probablemente con 
lisosomas. Este descenso del pH induce cambios conformacionales en las proteínas 
virales que disparan la fusión de las membranas viral y vesicular. Así, por ejemplo, la 
proteína HA del virus de la gripe experimenta cambios drásticos en su estructura tras la 
exposición a pH ácido. Estos cambios incluyen la formación de un trímero de cadenas 
superenrolladas a partir de dos hélices separadas en la estructura primaria de la cadena 
HA2 y la relocalización del péptido de fusión a 100 Å de su posición inicial, en 
dirección a la membrana diana a fusionar (Bullough y col., 1994; Chen y col., 1999). 
Una vez insertado en la membrana diana, la formación del poro de fusión requeriría la 
actuación conjunta de, por lo menos, 3 ó 4 trímeros de HA (Hernández y col., 1996). 
Otras proteínas virales de fusión también se activan a pH ácido, como la del virus de la 
estomatitis vesicular y la del virus del bosque Semliki (Hernández y col., 1996). En 
general, la acidificación del medio es un mecanismo común de activación de las 
proteínas de fusión de los ortomixo, toga, flavi, rabdo, bunya y arenavirus (Hernández y 
col., 1996). 
La fusión de las membranas de los retrovirus con las de las células diana ocurre 
en la superficie celular a pH neutro. Las proteínas encargadas de la fusión en estos virus 
tienen también la actividad de unión al receptor. Los cambios conformacionales se 
producen como consecuencia de la interacción de las glicoproteínas con sus receptores y 
suponen la exposición del péptido de fusión (Damico y col., 1998; Furuta y col., 1998; 
Hernández y col., 1997; Moore y col., 1990) y su inserción en la membrana de la célula 
diana. 
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En los paramixovirus, que tienen en moléculas distintas las actividades de 
unión al receptor (proteínas G, HN o H) y de fusión de membranas (proteína F), la 
fusión ocurre a pH neutro en la superficie celular mediante un mecanismo de activación 
de la proteína F desconocido hasta el momento.  
Se ha especulado con la posibilidad de que en los paramixovirus el 
reconocimiento del receptor por parte de la molécula G, HN o H (según el virus) 
provoque el cambio conformacional en la proteína F que produzca la fusión de las 
membranas (Lamb, 1993). En algunos de los paramixovirus es necesaria la presencia en 
la misma célula de la proteína de unión al receptor y de la proteína F para que se 
produzca la fusión de membranas. Esto se ha visto en ensayos de formación de sincitios 
en los cuales se expresaron las proteínas de fusión y de unión al receptor en células 
mediante distintos vectores (plásmidos, virus). Este es el caso del virus de la 
enfermedad de Newcastle (Morrison y col., 1991; Horvarth y col., 1992; Sergel y col., 
1993), del VPIH-2 (Hu y col., 1992; Heminway y col., 1994b), del virus de las paperas 
(Tanabayashi y col., 1992) y del virus de la parainfluenza bovina tipo 3 (Sakai y 
Shibuta, 1989). Sin embargo, los resultados obtenidos han sido contradictorios 
dependiendo del vector utilizado (Horvarth y col., 1992), lo que pone en duda los 
trabajos en los cuales se concluye que es necesaria la coexpresión de ambas proteínas 
para que se produzca la fusión. En otros paramixovirus no es necesaria la presencia de 
la proteína de unión al receptor para que se produzca la fusión de membranas y la 
formación de sincitios, como en el VRSH (Karger y col., 2001; Olmsted y col., 1986), 
el virus simio 5 (Paterson y col., 1985; Horvarth y col., 1992; Ward y col., 1995; Dutch 
y col., 1998), el VPIH-3 (Spriggs y col., 1987; Horvarth y col., 1992), el virus Sendai 
(Gibson y col., 1988; Bagai y col., 1993) y el virus del sarampión (Alkhatib y col., 
1988).  
Es posible que lo que se necesite para la fusión de membranas sea una alta 
densidad de proteína F en algún sitio concreto de la membrana. Esto se puede 
conseguir, entre otros métodos, mediante altos niveles de expresión de la proteína o 
mediante interacción de la proteína F con la proteína HN, H o G y su colocalización a 
altas concentraciones en sitios determinados de la superficie celular. La existencia de 
una correlación entre la cantidad de proteína que se expresa en la superficie y la 
formación de sincitios se ha demostrado en el caso del virus simio 5 y en el VPIH-3 
(Dutch y col., 1998). La colocalización de las proteínas HN y F en la superficie celular 
se ha observado en el virus Sendai (Areoti y Hemis, 1991). Alternativamente, se ha 
postulado que la proteína de unión al receptor sólo sea necesaria para situar las 
membranas a la distancia óptima para que tenga lugar la fusión celular (Horvarth y col., 
1992).  
El cambio conformacional que tiene lugar en la proteína F de los 
paramixovirus durante la fusión de membranas es desconocido en gran medida, pero 
parece claro que la exposición del péptido de fusión es una etapa fundamental (Martin y 
col., 1999; Hernández y col., 1996). La importancia del péptido de fusión en el proceso 
homónimo se basa en que: 
• Es una región que está presente en las proteínas virales de fusión (Gallaher, 1987). 
En los paramixovirus es una región altamente conservada (Morrison y Porter, 1991), 
aunque en el VRSH tiene un grado menor de homología (Baker y col., 1999). 
 22   
Introducción 
 
• Para que la proteína sea activa se requiere el procesamiento proteolítico de la 
proteína de fusión, que sitúa al péptido de fusión en el nuevo extremo N-terminal de 
la cadena F1 (Lamb y Kolakofsky, 1996; Scheid y Choppin, 1977; Lamb, 1993; 
Nagai y col., 1993; Paterson y col., 1985; Toyoda y col., 1987). 
• Se ha observado que el péptido de fusión se inserta en la membrana diana en 
experimentos realizados con la proteína F del virus Sendai (Novick y Hoekstra, 
1988), del virus de la enfermedad de Newcastle (Brasseur y col., 1988) o de la HA 
del virus de la gripe (Durrer y col., 1996). Además, la exposición del péptido de 
fusión es capaz de convertir una molécula soluble en una molécula que se une a 
membranas (Paterson y Lamb, 1987; Damico y col., 1998; Doms y col., 1985). 
• Mutaciones en el péptido de fusión dan lugar a cambios importantes en la capacidad 
fusogénica de proteínas F de paramixovirus, como en el virus simio 5 (Horvarth y 
Lamb, 1992; Ward y col., 1995) y el virus de la enfermedad de Newcastle (Sergel y 
col., 1993); y de otros virus, como el virus de la gripe (Gething y col., 1986, 
Stegmann y col., 1989), el VIH (Freed y col., 1990, 1992) y el VIS (Bosh, 1989). 
• Por último, péptidos correspondientes a los péptidos de fusión de las proteínas 
virales son capaces de fusionar membranas (Martin y col., 1999), como en el virus 
Sendai (Rapaport y Shai, 1994; Ghosh y Shai, 1999), el virus del sarampión (Yeagle 
y col., 1991), el VIH-1 (Rafalski y col., 1990; Nieva y col., 1994), el VIS (Colotto y 
col., 1996; Martin y col., 1991), el virus de la gripe (Wharton y col., 1988, Lear y 
DeGrado, 1987), el virus de la hepatitis B (Rodríguez-Crespo y col., 1995) y el virus 
Ébola (Ruiz-Argüello y col., 1998).  
Los péptidos de fusión se orientan de manera oblicua a la membrana diana 
cuando se insertan en ésta (Ghosh y Shai, 1999; Ishiguro y col., 1993; Brasseur y col., 
1990; Horth y col., 1991; Martin y col., 1996, 1999), formando una hélice α en la que 
los residuos conservados se localizan hacia una de las caras (Server y col., 1985; 
Takahashi, 1990). 
Otro elemento estructural clave en la fusión son las regiones heptádicas que, 
probablemente, juegan un papel determinante en la reestructuración de la proteína F tras 
su activación para fusionar membranas. Así, péptidos correspondientes a estas regiones 
son capaces de inhibir la fusión, como se comentó anteriormente. Además, mutaciones 
en las regiones heptádicas también impiden la fusión, como se ha visto en el VRSH 
(Zimmer y col., 2001), en el virus de la enfermedad de Newcastle (Reitter y col., 1995; 
Young y col., 1998; Wang y col., 1992; Sergel y col., 1993) y en el del sarampión 
(Buckland y col., 1992). 
También se ha observado la importancia de otras regiones del ectodominio y de 
la región citoplasmática de la proteína F del virus simio 5 (Bagai y Lamb, 1996; 
Paterson y col., 2000), de la HA del virus de la gripe (Kemble y col., 1994) o de la gp41 
del VIH-1 (Owen y col., 1994), para que las proteínas sean funcionales en ensayos de 
fusión de membranas.  
Por último, existen otros factores que determinan la fusión de membranas. Por 
ejemplo, en el VPIH-3 se ha podido observar que la fusión virus-célula y la fusión 
célula-célula son procesos relacionados pero diferentes, ya que existen distintos 
requerimientos de densidad de ácido siálico (el receptor celular) en la superficie celular 
en cada caso (Moscona y Peluso, 1992). Además, se ha podido observar que la 
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movilidad de la célula infectada de las proteínas F y HN en la membrana es un factor 
importante para la fusión célula-célula (Henis y col., 1989). 
 

















III. MATERIALES Y MÉTODOS 






III.1.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
III.1.1.1 Líneas celulares de mamífero 
Las líneas celulares que se emplearon fueron las siguientes: 
• HEp-2: carcinoma de laringe humano, American Type Culture Collection, 
ATCC:CCL-23. 
• CV-1: células de riñón de mono verde africano, American Type Culture 
Collection, ATCC:CCL-70. 
 
III.1.1.2 Anticuerpos monoclonales (AcMs) 
Los AcMs dirigidos frente a la proteína F del VRSH se habían obtenido en 
nuestro laboratorio (García-Barreno y col., 1989; López y col., 1993 y 1998; Arbiza y 
col., 1992), en el laboratorio de G. Taylor (Taylor y col., 1992) o en el de C. Örvell 
(Örvell y col. 1987). 
 
III.1.1.3 Virus 
Se empleó la cepa Long del VRSH perteneciente al grupo antigénico A, 
aislada en Baltimore (EE.UU.) en 1956. 
También se emplearon los virus vaccinia recombinantes VRBF y VRBFTM-, 
que expresan las proteínas F y FTM-, respectivamente (Bembridge y col., 1998); así 
como virus derivados de éstos que expresaban las siguientes proteínas: FR108N, 
FR109N, FR108N/R109N, FTM-R108N, FTM-R109N, FTM-R108N/R109N y FTM-∆131-
134. 
 
III.1.1.4 Bacterias y plásmidos  
La cepa bacteriana utilizada para el crecimiento de los plásmidos ha sido 
Escherichia coli DH5 (Hananhan,1983).  
 
Plásmidos Tamaño (pb) Características Referencia 
pRB21 5537 pE/L, VV, VP37, Ampr Blasco y Moss, 1995 
pRB/F 7433 Plásmido pRB21 que tiene 
insertado el gen F del VRSH. 





Plásmido pRB21 que tiene 
insertado el gen FTM- del 
VRSH. 
 
Bembridge y col., 1998 
 
 
Tabla III.1.1: Plásmidos utilizados. pE/L: promotor temprano tardío del virus vaccinia. VV: región
de recombinación con vaccinia. VP37: gen de la proteína VP37 de vaccinia. Ampr: gen de resistencia
a ampicilina. 
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Los plásmidos que se emplearon para el desarrollo del trabajo se resumen en la 
Tabla III.1.1. Los plásmidos que codifican las proteínas F y FTM- con las mutaciones 
R108N, R109N, R108N/R109N y ∆131-134 se construyeron a partir de los plásmidos 
pRB/F y pRB/FTM-, como se describe más adelante (apartado III.2.2.2). 
 
 
III.1.2 ENZIMAS Y OLIGONUCLEÓTIDOS 
III.1.2.1 Enzimas 
El kit de secuenciación automática de DNA (DNA Sequencing kit 
dRhodamine terminator cycle sequencing ready reaction) se obtuvo de Abi Prism (PE 
Biosystems, Warrington, Reino Unido). El kit de mutagénesis dirigida (Quik Change 
Site-directed mutagenesis kit) lo proporcionó Stratagene-Europe (Amsterdam, 
Holanda). 
La tripsina-TPCK se adquirió de Sigma (San Luis, EE.UU.) y la tripsina 
porcina modificada de Promega (Madison, EE.UU.). La N-Glicosidasa F se obtuvo de 
Roche (Mannheim, Alemania). 
 
III.1.2.2 Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos utilizados en el clonaje y secuenciación de los distintos 
genes se muestran en la Tabla III.1.2.  
 





















Tabla III.1.2: Secuencia de los oligonucleótidos empleados. El signo + indica que el oligonucleótido
tiene la polaridad del mRNA del gen F y el signo – la complementaria. En negrita, cursiva y
subrayados se indican los nucleótidos mutados respecto a la secuencia de la proteína F del VRSH (cepa
Long). 
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III.1.3.1 Productos químicos 
Sales inorgánicas, ácidos, bases, compuestos orgánicos (formaldehido, 
metanol, etanol, etc.), sacarosa, colorantes para electroforesis, detergentes, persulfato 
amónico (PSA), seroalbúmina bovina fracción V (SAB), glucosa, urea y glicerol fueron 
suministrados por Merck (Darmstad, Alemania). 
Difco (Detroit, EE.UU.) proporcionó los componentes de los medios de 
cultivo de bacterias (bactotriptona, extracto de levadura y agar). 
Los reactivos para electroforesis: acrilamida, N-N´-metilen-bisacrilamida, 
docecil sulfato sódico (SDS), glicina, β-mercaptoetanol (βME), N-N-N´-N´-tetrametil-
etilendiamina (TEMED), azul de bromofenol y marcadores de masa molecular 
preteñidos (Kaleidoscopic molecular weigth markers) fueron obtenidos de Bio-Rad 
(Hercules, EE.UU.) y el bloqueante I-Block de Tropix (Bedford, EE.UU). 
Para los western blots, el Inmobilon-P lo suministró Millipore (Bedford,  
EE.UU.) y el 3MM Whatman (Maidstone, Reino Unido). El ECL se obtuvo de 
Amersham-Pharmacia-Biotech (Friburgo, Alemania). 
Se emplearon películas AGFA CURIX RP2 que se revelaron con productos de 
Eastman Kodak. Cuando fue necesario se utilizaron pantallas amplificadoras de la señal 
radiactiva (Dupont). El Amplify se compró a Amersham-Pharmacia-Biotech. 
Dimetilsulfóxido (DMSO), antibióticos, ácido p-cumárico, luminol (5-amino-
2,3-dihidro-1,4-phthalazinedione), así como sustrato para la peroxidasa, O-
fenilendiamina (OPD), se compraron a Sigma. 
La proteína A-agarosa la suministro Roche y la Sepharosa 4B activada con 
CNBr Amersham-Pharmacia-Biotech. 
Los marcadores de tamaño de DNA y el inhibidor de proteasas Complete-Mini 
EDTA-free se obtuvieron de Roche. 
Para la concentración de proteínas se utilizó Centricon 30 de Amicon 
(Danvers, EE.UU.). 
 
III.1.3.2 Productos inmunoquímicos 
Las inmunoglobulinas (Igs) conjugadas con peroxidasa contra Igs de ratón o 
de conejo fueron suministradas por Amersham-Pharmacia-Biotech. 
 
III.1.3.3 Productos radiactivos 
Fueron suministrados por Amersham-Pharmacia-Biotech: Pro-Mix L-[35S], 
actividad específica 1000 Ci/mmol y D-[6-3H] glucosamina clorhídrica, actividad 









III.1.4 MEDIOS DE CULTIVO 
III.1.4.1. Células eucariotas 
• DMEM-10, DMEM-2,5 y DMEM-0: Medio de Eagle modificado por Dulbecco 
(DMEM) (Dulbecco y Freeman, 1959) (BioWhittaker Europe, Verviers, Bélgica), 
con 4 mM glutamina, 100 U/ml penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina y 
enriquecido con 10%, 2,5% suero de ternera fetal (STF) o sin suero. 
• DMEM-agar: Medio DMEM-2,5 conteniendo 1% de aminoácidos no esenciales 
(Biological Industries, Kibbutz Beit Haenak, Israel) y 0,7% de agar noble. 
• Para los marcajes metabólicos con 35S-Met se utilizó DMEM sin Met (Biological 
Industries) y para los marcajes metabólicos con 3H-Glucosamina se utilizó DMEM 
sin glucosa y enriquecido con uridina. 
• RPMI-10: Medio RPMI 1640 con L-Glutamina y 25 mM HEPES (4-(2- 
hidroxietil)-piperazina-1-etano-ácido sulfónico), enriquecido con 10% STF. 
• Tripsina-Verseno: 0,05% tripsina, 0,02% EDTA en PBS. 
 
III.1.4.2 Bacterias 
• LB (Miller, 1972): 1% bactotriptona, 1% NaCl, 0,5% extracto de levadura. 







III.2.1 MANIPULACIÓN DE CÉLULAS ANIMALES Y VIRUS 
III.2.1.1 Cultivo de células eucariotas 
Las células se crecieron en DMEM-10 a 37ºC en una atmósfera con 5% de 
CO2 y 98% de humedad. Las monocapas celulares se subcultivaron desprendiéndolas 
con tripsina-verseno. 
Para su almacenamiento, las células se resuspendieron en STF con un 10% de 
dimetilsulfóxido (DMSO) y se congelaron en nitrógeno líquido (Jakoby y Pastan, 
1979). 
 
III.2.1.2 Crecimiento y purificación del VRSH 
VRSH de la cepa Long se creció en células HEp-2. Para ello se infectaron 
placas subconfluentes con virus diluido en un volumen pequeño de DMEM-2,5. Tras 1 
h de adsorción a 37ºC se añadió DMEM-2,5. A las 36-48 h post-infección, cuando el 
efecto citopático (formación de sincitios) fue abundante, se rasparon las células de la 
 34




placa y se recogieron junto con el sobrenadante. Se almacenaron a –80ºC o en 
nitrógeno líquido para su uso posterior.  
El virus se purificó como se describe en García-Barreno y col. (1988). El 
sobrenadante de células infectadas se precipitó con un 6% de polietilenglicol (Merck), 
durante 4 h, a 4ºC. El precipitado se recogió por centrifugación a baja velocidad, se 
resuspendió en tampón TNE (50 mM Tris-HCl, 0,1 M NaCl, 10 mM EDTA, pH 7,5) y 
se centrifugó a 100000xg, 18 h, en un gradiente del 20-30% de sacarosa. El virus se 
recogió y se centrifugó a través de un colchón de sacarosa del 33% durante 1 h a 
230000xg. Por último, el virus se resuspendió en tampón TNE y se guardó a -80ºC. 
 
III.2.1.3 Crecimiento de virus vaccinia  
Para el crecimiento de virus vaccinias recombinantes se infectaron cultivos 
subconfluentes de células HEp-2 a una multiplicidad de infección (mdi) de 0,1 
ufp/célula en DMEM-0, dejando 1 h de adsorción a 37ºC, al cabo de la cual se añadió 
medio DMEM-0. A los 2-3 días se rasparon las células, se recogieron junto al medio de 
cultivo y se centrifugaron durante 5 min a 1500 rpm. El sedimento se lavó con PBS 
estéril, se resuspendió en 1 ml de 1 mM Na2HPO4 por cada 10 P100, se congeló y 
descongeló tres veces y se sonicó en un baño de ultrasonidos durante 2 min, para la 
liberación del virus intracelular. La preparación se centrifugó de nuevo en una 
centrífuga de mesa a 1500 rpm durante 10 min y el sobrenadante se alicuoteó y se 
guardó a –80ºC. 
 
III.2.1.4 Titulación del virus vaccinia por plaqueo en agar 
Placas P35 con células CV-1 confluentes se infectaron por duplicado con 
diluciones seriadas de virus vaccinia. Después de 1 h de adsorción en medio DMEM-0, 
se retiró el inóculo y se añadió DMEM-agar. A las 48 h post-infección, las células se 
fijaron con paraformaldehído al 10% en PBS completo durante 30 min y, una vez 
retirado el agar, se tiñeron durante 30 min con 0,1% cristal violeta en 20% metanol.  
 
III.2.1.5 Construcción de virus vaccinia recombinantes 
La preparación de los virus VRBF y VRBFTM- se describe en Bembridge y col. 
(1999). El resto de virus recombinantes se preparó siguiendo el mismo protocolo 
(Blasco y Moss, 1995). Células CV-1, creciendo en placas P35, se infectaron con la cepa 
de vaccinia VRB12 en medio DMEM-2,5. Una hora después se transfectaron, usando 
lipofectina, con 3 µg del plásmido pRB21 que contenía el gen a expresar (apartado 
III.2.2.2). Como el VRB12 no tiene el gen VP37 y es, por tanto, incapaz de formar 
placas, los virus recombinantes se pudieron recuperar de las células infectadas y 
transfectadas a los 2 días de haberse infectado, mediante plaqueo en células CV-1. Las 
placas de lisis se recuperaron y clonaron por plaqueo una o dos veces más para asegurar 









III.2.2 MANIPULACIÓN Y CLONAJE DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
III.2.2.1 Cultivo de bacterias y preparación de células competentes 
Las bacterias se plaquearon a 37ºC en medio sólido LB con 1,5% de agar 
noble y 100 µg/ml de ampicilina. Colonias individuales se aislaron y se crecieron a 
37ºC con fuerte agitación en medio LB líquido conteniendo la misma concentración de 
antibiótico. A alícuotas de estos cultivos se les añadió glicerol al 20% (concentración 
final) y se guardaron a -80ºC para su uso posterior (Sambrook y col., 1989; Miller, 
1972). 
Para la preparación de bacterias competentes para la transformación se siguió 
el método del cloruro de rubidio (Hanahan, 1983). Las células se crecieron en medio 
SOB enriquecido con Mg2+, a 37ºC, con agitación, hasta una densidad óptica a 550 nm 
de 0,45-0,55. Este cultivo se centrifugó a 5000 rpm durante 5 min, a 4ºC, en un rotor 
JA-17 (Beckman). El sedimento obtenido se resuspendió suavemente en 10 ml de 
tampón TfB I (100 mM RbCl2, 50 mM MnCl2, 30 mM AcOK, 10 mM CaCl2, 15% 
glicerol) por cada 30 ml del cultivo inicial y se volvió a centrifugar. El nuevo 
sedimento se resuspendió con suavidad en 2,4 ml de tampón TfB II (10 mM MOPS, 10 
mM RbCl2, 75 mM CaCl2, 15% glicerol) por cada 30 ml del cultivo inicial. Y se 
repartió en tubos eppendorff de 1,5 ml sumergidos en un baño de etanol/CO2. Las 
bacterias se almacenaron congeladas a -80ºC hasta su uso. 
 
III.2.2.2 Clonaje de DNA 
Bacterias portadoras de los plásmidos que se utilizaron como vectores se 
crecieron en 5 ml de medio LB líquido con antibiótico durante toda la noche, con 
agitación fuerte, a 37ºC. El DNA se purificó empleando los kits Wizard Magic 
Minipreps DNA purification Sytem (Promega) o SNAP Miniprep (Invitrogen, 
Groningen, Holanda).  
El clonaje de los plásmidos pRB/F y pRB/FTM- ya se ha descrito anteriormente 
(Bembridge y col., 1998). Brevemente, el gen de la proteína F de VRSH (cepa Long) se 
subclonó a partir del plásmido LF1, que contiene el gen de la proteína F (Cristina y 
col., 1990), en el vector pRB21, digiriendo ambos plásmidos con StuI y HindIII. Para 
obtener el plásmido pRB/FTM- se introdujo un codon de parada prematuro en el 
plásmido LF1, I525Stop (ATC a TTA), mediante PCR con oligos específicos, con lo 
que se eliminaron los últimos 50 aminoácidos de la proteína F y después se subclonó en 
el plásmido pRB21.  
Los plásmidos pRB/FR108N, pRB/FR109N pRB/FR108N/R109N, pRB/FTM-
R108N, pRB/FTM-R109N, pRB/FTM-R108N/R109N y pRB/FTM-∆131-134 se 
obtuvieron mediante PCR [95ºC/3 min, (95ºC/30 s, 55ºC/1 min, 68ºC/14 min)x18, 
4ºC/ ∞ ] con el kit Quik Change site-directed mutagenesis, usando como molde los 
plásmidos pRB/F o pRB/FTM- y con los oligos correspondientes (apartado III.1.2.2). 
Las mutaciones que se introdujeron fueron: AGA a AAC (R108N), AGA a AAC 
(R109N) y la eliminación de los nucleótidos 404-415 (∆131-134). El resultado de la 
PCR se digirió con Dpn I para eliminar el DNA parental metilado, siguiendo las 
instrucciones del proveedor. 
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Bacterias E. coli DH5 competentes se transformaron con los plásmidos 
resultantes. Las células competentes se incubaron 5 min en hielo y, posteriormente, se 
les añadió el plásmido y se incubaron 15 min a 4ºC, 1,5 min a 42ºC y, finalmente, 5 
min a 4ºC. A continuación se añadió 1 ml de LB y se incubaron durante 1 h a 37ºC. Las 
bacterias transformadas se crecieron durante la noche a 37ºC en placas de LB-
ampicilina. 
 
III.2.2.3 Caracterización de plásmidos recombinantes 
Las colonias de bacterias transformadas se crecieron durante toda la noche en 
medio LB líquido con ampicilina, a 37ºC, con agitación. Para la obtención de DNA a 
escala analítica, se empleó el kit SNAP Miniprep, según las instrucciones del 
proveedor. 
En primer lugar, se evaluó la presencia de plásmidos que contenían el inserto 
de interés mediante electroforesis en geles de agarosa. Después, los insertos clonados se 
secuenciaron para comprobar que no se había introducido ninguna mutación no 
deseada. La secuenciación se llevó a cabo en un secuenciador automático Perkin-Elmer 
utilizando el kit DNA Sequencing kit dRhodamine terminator cycle sequencing ready 
reaction. Para cada reacción de PCR [94ºC/3 min (96ºC/10 s, 50ºC/5 s, 60ºC/4 min)x25, 
4ºC/ ∞ ) se empleó como molde 1 µg de DNA aproximadamente y 40 ng del 
oligonucleótido OF578-595- como iniciador. El DNA se precipitó posteriormente con 
etanol absoluto y 2 mM MgCl2 y, tras centrifugar y eliminar el sobrenadante, se lavó 
con etanol al 75%. El precipitado se secuenció automáticamente. 
 
 
III.2.3 PURIFICACIÓN DE AcMs y PROTEÍNAS 
III.2.3.1 Purificación de AcMs 
Los AcMs se purificaron a partir de líquido ascítico. Para la obtención de 
líquido ascítico se inyectaron intraperitonealmente (i.p.) ratones BALB/C de 2-5 meses 
de edad con 0,5 ml de Pristane (2-6-10-14 tetrametil-pentadecano, Sigma) y 10-15 días 
después se inyectaron i.p. con 4x106 células de hibridoma en 0,2 ml de PBS. Cuando se 
observó crecimiento tumoral se procedió al drenaje y recolección del líquido ascítico, 
que se clarificó por centrifugación a 10000 rpm, durante 30 min, en un rotor JA-17 y se 
repartió en alícuotas que se conservaron a –20ºC. 
El líquido ascítico se dializó frente a tampón de adsorción (1,5 M Gly, 3 M 
NaCl, pH 8,9) y, a continuación, se pasó por una columna de proteína A-Sepharosa, 
equilibrada en el mismo tampón. Los AcMs unidos a la columna se eluyeron con 0,1 M 
citrato sódico, pH 3,0. Una vez eluidos los AcMs, se neutralizó el pH con Tris saturado. 
Todo el proceso se siguió por medida de la absorbancia a 280 nm.. 
Alternativamente, los AcMs se purificaron en batch. Se pesaron 0,15 g de 
proteína A-Sepharosa, se hidrataron en PBS y se equilibraron en tampón de adsorción 
(1:5, vol/vol). Se añadieron 100 µl de líquido ascítico diluido en tampón de adsorción a 
100 µl de la suspensión de Sepharosa. Se dejó agitando durante la noche a 4ºC y, 
posteriormente, se lavó exhaustivamente la proteína A-Sepharosa con tampón de 
adsorción y se eluyó el AcM con 100 µl de tampón 0,1 M citrato sódico, pH 3,0 
 37




durante 15 min, a temperatura ambiente y con agitación. La disolución de proteína 
eluida se neutralizó con Tris saturado. 
La capacidad de unión de los AcMs purificados a su antígeno se analizó 
mediante ELISA, empleando como antígeno extracto de células HEp-2 infectadas con 
el VRSH (cepa Long) o proteína FTM- purificada. La concentración se estimó por 
absorbancia a 280 nm y un ensayo Bradford. 
 
III.2.3.2 Preparación de columnas de inmunoafinidad 
Se pesó 1 g de Sepharosa 4B-CNBr y se hidrató durante 15 min en 1 mM HCl 
a temperatura ambiente. Posteriormente se lavó con 1 mM HCl y H2O 
exhaustivamente, dejando la Sepharosa equilibrada en tampón de acoplamiento (0,1 M 
NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH 8,3). Se dializaron 10 mg de AcM 2F frente a tampón de 
acoplamiento y se añadieron a la Sepharosa. La mezcla se incubó una noche, a 4ºC, con 
agitación. A continuación se bloquearon los aniones CN- que no habían reaccionado 
con 0,1 M Tris-HCl, 0,5 M NaCl, pH 8,0, durante 3 h a temperatura ambiente. Por 
último se hicieron tres lavados sucesivos con 0,1 M ácido acético, 0,5 M NaCl, pH 4,0 
y 0,1 M Tris-HCl, 0,5 M NaCl, pH 8,0 y se equilibró la columna con 0,01% azida 
sódica en PBS. 
 
III.2.3.3 Purificación de la proteína FTM- 
Células HEp-2 se infectaron con VRBFTM- en medio DMEM-0 y se dejó 
progresar la infección durante 2-3 días hasta que el efecto citopático fue muy aparente. 
Se recogió el sobrenadante de las células y se centrifugó a 2000 rpm, durante 5 min, 
para eliminar los restos celulares.  
El sobrenadante se precipitó con (NH4)2SO4 al 65% de saturación, que se 
añadió lentamente, con agitación suave y en baño de hielo. Tras dejar reposar la 
suspensión durante 3-4 h a 4ºC, la preparación se centrifugó a 13000 rpm, durante 45 
min, en un rotor JA-14, a 4ºC. El pellet se resuspendió en PBS en 1:50 del volumen 
inicial y se dializó exhaustivamente frente a PBS a 4ºC. Después de la diálisis, la 
muestra se centrifugó a 15000 rpm, durante 30 min, en un rotor JA-17, a 4ºC, 
descartándose el pellet. 
Seguidamente, la preparación se pasó por una columna de Sepharosa, a la cual 
se había unido covalentemente el AcM 2F (apartado III.2.3.2). La columna se lavó 
exhaustivamente con PBS hasta alcanzar la línea base de absorbancia a 280 nm. La 
elución de la proteína FTM- se realizó usando un tampón 0,1 M Gly-HCl, pH 2,5 y se 
neutralizó con Tris saturado. Por último, la proteína purificada se concentró y equilibró 
en PBS utilizando Centricon 30. 
  
III.2.3.4 Purificación de la proteína F 
Células HEp-2 se infectaron con VRBF en medio DMEM-0 o, 
alternativamente, con VRSH (cepa Long) en medio DMEM-2,5 y la infección se dejó 
progresar durante 2-3 días hasta que el efecto citopático fue muy aparente. Las células 
se desprendieron de la placa con un raspador y se lavaron con PBS. Posteriormente se 
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lisaron con tampón de lisis (10 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,6) 
con 1% de octilglucósido (10 ml/20 P150). 
El extracto de células se centrifugó a 10000 rpm, durante 15 min, en un rotor 
JA-17, a 4ºC. El pellet se resuspendió en la mitad de tampón de lisis usado inicialmente 
y se volvió a centrifugar. El sobrenadante de esta segunda centrifugación se juntó al de 
la anterior y el pellet se descartó. 
La muestra se aplicó a una columna de Sepharosa a la que previamente se había 
unido el AcM 2F, equilibrada con tampón de lisis con 1% de octilglucósido. 
Seguidamente, se lavó con PBS hasta que se alcanzó la línea base de absorbancia a 280 
nm. La elución de la proteína F se realizó cambiando el pH de la columna a 2,5, usando 
un tampón 0,1 M Gly-HCl. La proteína eluida de la columna se neutralizó con Tris 
saturado.  
El material eluido de la columna se volvió a pasar nuevamente por la misma 
matriz (en este caso en tampón PBS) siguiendo el mismo protocolo descrito 




III.2.4 EXPRESIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNAS EN CÉLULAS 
EUCARIOTAS 
III.2.4.1 Marcaje metabólico de proteínas 
Células HEp-2 se infectaron con virus vaccinia recombinantes en medio 
DMEM-0 a una mdi de 5 ufp/célula. Después de 4 h a 37ºC, se incubaron 1 h con 
medio DMEM-0 libre de Met o de glucosamina (enriquecido, en este último caso, con 2 
mM uridina). Después se añadieron 200 µCi de Pro-mix L-[35S] o de D-[6-3H]-
glucosamina, respectivamente. A las 24 h se recogió el sobrenadante o se rasparon las 
células para preparar extractos celulares. 
Las medidas de radiactividad se realizaron en un contador β de centelleo 
líquido utilizando Aquasol-2 (Dupont). 
 
III.2.4.2 Preparación de extractos celulares 
Las monocapas de células infectadas se rasparon de la placa y se recogieron 
por centrifugación a baja velocidad. El sedimento se lavó con PBS y se resuspendió en 
tampón de lisis (10 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,6) con 1% Tritón 
X-100, 1% deoxicolato sódico, o, alternativamente, sustituyendo los anteriores 
detergentes por 1% octilglucósido. El extracto se sonicó durante 2 min en baño de 
sonicación y el material no solubilizado se eliminó centrifugando a 14000 rpm durante 









III.2.4.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida, electrotransferencia e 
inmunodetección de proteínas (western blot) 
Las proteínas diluidas en tampón de muestra (0,08 M Tris-HCl, 2% SDS, 10% 
glicerol, 0,01% de azul de bromofenol, pH 6,8), se separaron electroforéticamente en 
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) de porcentajes comprendidos entre el 7,5 y el 
15%, en presencia o ausencia de 5% β-mercaptoetanol, según el método descrito por 
Studier (1972), a 100 V.  
El gel se tiñó un mínimo de 45 min con 0,05% Azul de Coomassie, 45% 
metanol, 7% ácido acético en agua. El exceso de colorante se eliminó con 25% 
metanol, 7% ácido acético en agua. Cuando el gel contenía muestras marcadas 
radiactivamente, además se incubó en Amplify durante 30 min antes de secarlo al 
vació. 
En otras ocasiones, el gel se tiñó con colorante específico de glicoproteínas 
(GelCode Glycoprotein Staining kit, Pierce, Rockford, EE.UU.), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
Cuando el gel se utilizó para realizar un western blot se electrotransfirió a 
papel Inmobilon-P (Towbin y col., 1979), en tampón de transferencia con SDS (2,5 
mM Tris-HCl, 19,2 mM Glicina, 0,01% SDS, 20% metanol, pH 7,5), durante 1 h, a 295 
mA. Los sitios de unión inespecífica de la membrana se bloquearon durante 1 h a 
temperatura ambiente o, alternativamente, toda la noche a 4ºC con 0,2% I-Block en 
PBS-0,1% Tween-20. Posteriormente, la membrana se incubó durante 1 h a 
temperatura ambiente con los anticuerpos o antisueros diluidos en 0,2% I-Block-PBS-
0,1% Tween-20 con agitación. A continuación, la membrana se lavó con PBS-0,05% 
Tween-20. Los complejos antígeno–anticuerpo se detectaron mediante la incubación 
con anti-Ig conjugado con peroxidasa y, tras lavar la membrana nuevamente con PBS-
0,05% Tween 20, se revelaron con el sustrato ECL comercial (Amersham-Pharmacia-
Biotech) o con 0,03% H2O2, 0,1 mM Tris-HCl, 0,8 mM luminol, 5 mM ácido p-
cumárico en H2O. 
 
III.2.4.4 Inmunoprecipitación 
Se saturaron 50 µl de proteína A-agarosa con 5% leche desnatada en PBS 
durante la noche. Cuando en la inmunoprecipitación se iban a emplear AcMs, se 
incluyó un paso de amplificación en el que, durante 30 min, se incubó la proteína A-
agarosa con 1 µl de suero de conejo anti-Ig de ratón (RAM, 170 mg/ml, Cederlane) en 
5% leche desnatada en PBS. Tras esto se lavó la proteína A-agarosa con tampón PNS 
(0,5% NP-40, 0,25% SAB en PBS). A continuación se incubó con los AcMs (una 
mezcla de los AcMs 2F, 47F, 55F, 56F y 70F) o sueros, diluidos en 5% leche desnatada 
en PBS, durante 2 h a 4ºC y después se lavó con PNS.  
Seguidamente se añadieron los extractos o los sobrenadantes, marcados con 
35S-Met o con 3H-Glucosamina (4x107-107 cpm aproximadamente), diluidos en PNS y 
se incubaron durante 2 h a 4ºC. Finalmente, la matriz se lavó exhaustivamente con 
RIPA (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% deoxicolato sódico, 
0,1% SDS, pH 7,5) y PBS. Todo el proceso se llevó a cabo con agitación rotatoria. Las 
proteínas unidas a los anticuerpos se eluyeron con tampón de muestra para 
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electroforesis mediante calentamiento a 100ºC durante 3 min, analizándose el resultado 
por SDS-PAGE y autorradiografía. 
 
III.2.4.5 ELISA 
Placas de cloruro de polivinilo de 96 pocillos se cubrieron con 50 µl de 
antígeno y se incubaron durante toda la noche a 4ºC. El antígeno se diluyó en PBS si 
eran extractos o proteínas purificadas, o en 0,1 M Na2CO3, 0,15 M NaCl, pH 9,5 si eran 
péptidos. Los pocillos se saturaron durante 30 min con 5% suero de cerdo (SC), 0,05% 
Tween-20 en PBS. A continuación se incubó 1 h con los sueros o AcMs diluidos en el 
tampón anterior y se lavó con agua. Los complejos inmunes se detectaron con un 
anticuerpo anti-Ig conjugado con peroxidasa, diluido en 5% SC-PBS, y se reveló con el 
sustrato comercial OPD. La reacción colorimétrica se paró añadiendo 3 N H2SO4 y la 
absorbancia se midió a 492 nm. 
 
III.2.4.6 Ultracentrifugación en gradientes de sacarosa 
Aproximadamente 100 µg de proteína se centrifugaron en gradientes de 
sacarosa en PBS previamente formados sobre un colchón de 0,5 ml del 70% de 
sacarosa. Los gradientes del 10-25% de sacarosa se ultracentrifugaron a 39000 rpm, 
durante 15 h, a 4ºC, en un rotor SW40 y los del 10-30% de sacarosa a 34000 rpm. Se 
recogieron 13 fracciones de 1 ml desde la parte superior del gradiente. 
 
III.2.4.7 Microscopía electrónica 
Las proteínas se adsorbieron a rejillas de carbono y se tiñeron con 1% 
silicotungtanato sódico a pH 7,0. Para visualizar las muestras se utilizó un microscopio 
electrónico Jeol 1200 a 100 kV. Las micrografías se tomaron con una dosis mínima, en 
condiciones de desenfoque que permitieron una resolución de 1,5 nm, 
aproximadamente (Wrigley y col., 1986). 
 
III.2.4.8 Secuenciación N-terminal y espectrometría de masas 
Para la secuenciación N-terminal, tras la separación de las proteínas mediante 
SDS-PAGE, el gel se transfirió con tampón 30 mM Na2CO3, 100 mM NaHCO3, pH 9,9 
a Inmobilon-P y se tiñó con Rojo Pounceau. Las bandas elegidas se recortaron y se 
realizó la degradación de Edman en un secuenciador automático Applied Biosystem 
Procise 494. 
Para la espectrometría de masas de péptidos trípticos se realizó un SDS-PAGE 
de la proteína FTM- purificada y se tiñó el gel con Azul de Coomassie coloidal (Pierce). 
Las bandas se recortaron y transfirieron a placas de 96 pocillos de un digestor 
automático Investigator ProGest Protein Digestion Station (Genomic Solutions, 
Cambridgeshire, Reino Unido). Después de reducir y alquilar, las bandas elegidas de la 
proteína se digirieron con tripsina porcina modificada de calidad de secuenciación a 
una concentración final de 16 ng/ml, durante 12 h, a 37ºC, según el protocolo de 
Schevchenko y col. (1996). Los péptidos se eluyeron con 25 mM NH4HCO3, 10% 
ácido fórmico (vol/vol) acetonitrilo en un volumen final de 100 µl.  
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Una alícuota de 0,5 µl se mezcló con una matriz de ácido α-cinao-4-hidroxi-
trans-cinámico y se procesó para espectroscopía de masas. Los espectros se tomaron 
usando un espectrómetro de masas Bruker Reflex III desorción/ionización por láser 
asistido por matriz de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) (Bruker-Franzer Analytik 
GmbH, Bremen, Alemania), equipado con una extracción retardada y operando en el 
modo reflector. El equipo fue previamente calibrado externamente empleando señales 
de masa protondas de una mezcla de péptidos que cubrían el rango 1000-4000 m/z y 
cada espectro se calibró internamente usando señales seleccionadas de la 
autoproteólisis de la tripsina.  
Las masas de los péptidos fueron transferidas del programa MS BioTools al 
Mascot Peptide Mass Fingerprinting search engine (Matrix Science, Londres, Reino 
Unido) para buscar automáticamente en la base de datos CNBInr. No se introdujeron 
restricciones en las especies de origen de las proteínas y la masa molecular admitida 
estuvo en el rango 1-200 kDa. 
 
III.2.4.9 Digestión con N-glicosidasa F 
Se añadió SDS hasta una concentración del 0,1% sobre la preparación de 
proteína que se iba a digerir con N-glicosidasa F. La muestra se hirvió durante 2 min. 
Tras atemperar, se añadió octilglucósido hasta una concentración final del 0,5% y se 
volvió a hervir la preparación durante 2 min. Por último, se añadió la N-glicosidasa F y 
se incubó a 37ºC, durante 20 h. 
 
 
III.2.5 OBTENCIÓN DE SUEROS ANTI-PÉPTIDO Y ANTI-F 
El suero αF1255-275 se preparó previamente en el laboratorio por López y col. 
(1993), tras la inoculación de un conejo con el péptido 255-275 de la proteína F (cepa 
Long) unido a keyhol limpet haemocianina (KLH). 
El suero αF también fue preparado previamente en el laboratorio mediante la 
inoculación de proteína F purificada (cepa Long) a un conejo. 
El péptido 104-117 de la proteína F (cepa Long), con una Cys adicional en su 
extremo C-terminal (104-117C), se sintetizó utilizando la química Fmoc en un 
sintetizador Applied Biosystems 430A. El péptido desprotegido y liberado de la resina 
con ácido trifluoroacético se purificó por cromatografía líquida de alta presión (HPLC) 
(Carreño y col., 1992). Por último, se acopló a KLH por su Cys extra. 
El complejo 104-117C/KLH se emulsionó en adyuvante completo de Freund 
(Difco) y se inoculó a un conejo New Zealand intradérmicamente en el lomo en 
múltiples sitios, del cual previamente se obtuvo suero preinmune. Al cabo de dos 
semanas se le dio una segunda dosis de antígeno emulsionado en adyuvante incompleto 
de Freund (Difco), esta vez intramuscularmente en las patas traseras. Se repitió esta 
inoculación dos veces más con intervalos de 10-15 días. 
El conejo se sangró 10 días después de la última inoculación de la oreja y el 
antisuero se ensayó en ELISA, empleando como antígeno extractos de células HEp-2 
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infectadas con VRSH o proteína FTM- purificada. También se ensayó su reactividad 
frente a proteína FTM- purificada en western blot. 
 
 
III.2.6 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS 
El alineamiento múltiple de secuencias se realizó utilizando el programa 
PileUp del paquete informático GCG W2H (http://www.es.embnet.org/cgi-
bin/w2h/w2h.start).  
Las secuencias alineadas del VRSH fueron: Long (López y col., 1988), A2 
(Collins y col., 1984a), RSS-2 (Baybutt y Pringle, 1987), Edimburgh (Scopes y col., 
1990), 18537 (Johnson y Collins, 1988a) y B1 (Karron y col., 1997). En el resto de 
pneumovirus las secuencias alineadas fueron: VRSB, cepa RB94 (Walravens y col., 
1990); virus de la neumonía de ratón, cepa 8 (Chambers y col., 1992); y neumovirus 














IV.1 PURIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS F Y FTM- A 
PARTIR DE VIRUS VACCINIA RECOMBINANTES QUE 
EXPRESAN AMBAS PROTEÍNAS 
 
La proteína F silvestre se purificó a partir de extractos de células infectadas con 
el virus VRBF. Así mismo, una forma mutante de la proteína F (FTM-), en la que se 
habían eliminado los últimos 50 residuos, que forman las regiones transmembrana y 
citoplásmica, se purificó a partir del sobrenadante de células infectadas con el virus 
VRBFTM-, ya que se excreta al medio extracelular. La proteína FTM- se purificó con la 
finalidad de obtener una proteína soluble en medio acuoso en ausencia de detergentes y 
que, por tanto, fuese más fácil de utilizar en estudios estructurales. 
 
 
IV.1.1 PUESTA A PUNTO DE LA PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA FTM- 
Con el objeto de eliminar los contaminantes del suero de ternera fetal (STF) del 
material de partida, se probó a hacer la infección de células HEp-2 en ausencia del 
suero, que se utiliza como aditivo del medio de cultivo. Así, células HEp-2 se infectaron 
con VRBFTM- en medio DMEM con distintas concentraciones de suero. La cantidad de 
proteína excretada en el medio de las células no varió sustancialmente con las distintas 
concentraciones de STF, como se observó por western blot del medio de cultivo (Figura 
IV.1.1). Puesto que la producción de proteína FTM- no estaba afectada por la cantidad de 
STF añadido al medio de cultivo, las infecciones posteriores se realizaron en medio 













Figura IV.1.1: Expresión de la proteína FTM- en células 
infectadas con VRBFTM- en presencia de distintos 
porcentajes de STF. Células HEp-2  se infectaron con virus 
VRBFTM- en medio DMEM con los porcentajes de STF que 
se indican en la parte inferior de la figura. Los sobrenadantes 
de los cultivos se recogieron a los 2 días post-infección, se 
precipitaron con (NH4)2SO4 al 65% de saturación y se 
analizaron por western blot con suero policlonal αF, en un 
gel de poliacrilamida del 10%. Los marcadores de masa 
molecular se indican a la derecha de la figura en kDa. La 
flecha indica la posición de la cadena F1 de la proteína FTM-.
 % STF     0       0,5    2,5 
 
 En la primera etapa de purificación, el medio de cultivo de células infectadas 
con VRBFTM- se precipitó con (NH4)2SO4. Mediante precipitación secuencial con esta 
sal se determinó el porcentaje óptimo para la precipitación de proteína FTM-. Como se 
muestra en la Figura IV.1.2, parte de la proteína precipitó al 20% de saturación, otra 
parte al 40% y aún otra al 65%. Por tanto, se adoptó como protocolo general la 





la cadena F1, aparecen otras bandas de menor movilidad electroforética que 















Figura IV.1.2: Precipitación  de proteína FTM-
con (NH4)2SO4. El medio de cultivo de células
HEp-2 infectadas con VRBFTM- se precipitó
secuencialmente  con   sulfato amónico al 20, 40 y
65% de saturación. El precipitado se resuspendió en
PBS y se analizó por SDS-PAGE en un gel de
poliacrilamida del 10% y posterior western blot con
un  suero αF. Los marcadores de masa molecular se
indican a la derecha de la figura en kDa. La flecha
indica la posición de la cadena F1 de la proteína
FTM-. 
 % (NH4)2SO4     20       40        65 
 
El siguiente paso de purificación, tras la precipitación con (NH4)2SO4 al 65% 
de saturación, fue una cromatografía de inmunoafinidad utilizando una columna de 
Sepharosa a la que previamente se unió el AcM 2F, como se describe en el apartado 
III.2.3.2 de Materiales y Métodos. Tras el paso de la muestra, la columna se lavó 
exhaustivamente con PBS, hasta que la absorbancia a 280 nm llegó a la línea base. La 
elución se realizó secuencialmente a pH 4,5, 3,5 y 2,5. Como se puede apreciar en el 
cromatograma de la Figura IV.1.3 A, sólo a pH 2,5 se consiguió eluir la proteína FTM-.  
La integridad de la proteína FTM- eluida de la columna de inmunoafinidad y su 
estado de pureza se analizaron mediante SDS-PAGE seguido de western blot o tinción  
con Azul de Coomassie. Como se muestra en el western blot de la Figura IV.1.3 B, la 
proteína no se degradó significativamente durante el proceso de purificación (no se 
detectaron bandas de menor tamaño que la cadena F1). Lo que sí se aprecia es la 
presencia de dos bandas de menor movilidad electroforética que la cadena F1 (marcadas 
con un asterisco) que reaccionaron con el suero anti-F y que se caracterizarán más 
adelante. Aunque se consiguió un grado de purificación sustancial (comparar el canal 1 
con los canales 43, 44 y 45 del gel teñido con Azul de Coomassie) todavía aparecieron 
algunos contaminantes; en todo caso, el grado de pureza conseguido para la proteína 
FTM- tras la elución de la columna de inmunoafinidad fue suficiente para la mayoría de 
los ensayos que se realizaron con posterioridad.  
No toda la proteína FTM- se unió a la columna de inmunoafinidad y una parte 
sustacial de la misma se perdió en los lavados de la matriz. Como se aprecia en la 
Figura IV.1.3, las primeras fracciones del lavado dieron señal positiva en ELISA (parte 
A) y se observó la presencia de proteína FTM- por western blot en la primera fracción del 
lavado (parte B). Una posible explicación de la incapacidad de la proteína FTM- para 
unirse totalmente a la columna es que estuviese formando microagregados que no se 
uniesen al anticuerpo de la columna. Para intentar eliminar los posibles agregados de 
proteína FTM- se realizó la cromatografía en presencia de 1% de octilglucósido. Como se 
observa en la Figura IV.1.4 A, una parte sustancial de la proteína cargada en la columna 
siguió sin unirse al AcM (calle NR) aún en presencia del detergente, aunque la mayoría 
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Figura IV.1.3: Purificación de la proteína FTM- por cromatografía de inmunoafinidad. A:
Cromatograma de la puri icación. El medio de cultivo de células HEp-2 infectadas con VRBFf TM-
, precipitado con (NH4)2SO4, se pasó por una columna de Sepharosa-AcM 2F. La columna se lavó
exhaustivamente con PBS y la proteína se eluyó con tampón 0,1 M Glicina-HCl a los distintos pHs
indicados en la figura. Se recogieron fracciones de 1 ml en las que se determinó la absorbancia a
280 nm y la presencia de FTM- mediante ELISA con el AcM 47F (Abs a 492 nm). B: Análisis
electroforético de la proteína FTM- puri cada por cromatografía de inmunoafinidad. En lfi a
parte izquierda se representa un western blot (con suero policlonal αF) y en la derecha el gel de las
mismas fracciones teñido con Azul de Coomassie. Los números de cada canal corresponden a la
fracción del cromatograma de la parte A. El porcentaje de acrilamida del gel fue del 10%. Los
asteriscos indican otras bandas de proteína FTM-, además de la banda de la cadena F1.  
 
Para comprobar si la proteína FTM- no unida a la resina de Sepharosa-AcM 2F 
a incapaz de unirse al anticuerpo de la columna, el material no retenido de una 
omatografía se pasó de nuevo por la columna de inmunoafinidad. Como se observa en 
 Figura IV.1.4 B, de nuevo una parte de la proteína se perdió en los lavados, aunque 
ra fracción de la misma se unió a la columna de inmunoafinidad y se eluyó a pH 2,5. 
te resultado indica que la proteína no unida a la columna no había perdido su 
pacidad de reconocer al AcM. Además, la columna no se encontraba saturada, ya que 
adiendo cantidades pequeñas de material a la matriz, una parte de la proteína FTM- 





deba a una baja constante de asociación entre la proteína y el AcM en las condiciones en 














































Figura IV.1.4: Optimización de la purificación de proteína FTM-. A: Purificación de proteína
FTM- por cromatografía de inmunoafinidad en presencia de 1% octilglucósido. La proteína FTM-
se purificó como en la Figura IV.1.3, excepto que el material precipitado con (NH4)2SO4 se
resuspendió en PBS con 1% de octilglucósido y la columna se lavó con PBS conteniendo 1% de
octilglucósido. Se muestra el western blot del material no retenido en la columna (NR) y de la
fracción máxima del pico de elución (E) con el suero αF1255-275. B: Purificación de la proteína no
retenida en la columna mediante cromatografía de inmunoafinidad. El material no retenido de la
columna de afinidad de la Figura IV.1.3 se volvió a pasar de nuevo por la columna. Se muestra el
western blot con el AcM 47F del material no retenido (NR) y del eluido (E) de la segunda
cromatografía. C: Purificación de la proteína FTM- por una segunda cromatografía de
inmunoa inidad. La proteína purificada a través de la columna de inmunoafinidad se volvió a pasaf r
nuevamente por la misma columna. Los picos de elución de la primera (1) y segunda (2) columnas se
analizaron por SDS-PAGE (10% de acrilamida) y posterior tinción con Azul de Coomassie.   
Para intentar obtener la proteína más pura, después de la columna de 
nmunoafinidad se realizó una segunda cromatografía por la misma columna. Este 
roceso no aumentó el grado de pureza de la proteína FTM- de manera sustancial (Figura 
V.1.4 C) y además supuso la pérdida de parte de ella que no se retuvo en la columna, 
or lo cual, en el protocolo general de purificación, se eliminó este último paso. En 
onsecuencia, el protocolo general de purificación de la proteína FTM- consistió de los 
iguientes pasos (apartado III.2.3 del Materiales y Métodos): i) recogida del 
obrenadante de células HEp-2 infectadas con VRBFTM-; ii) precipitación con sulfato 
mónico al 65% de saturación; iii) resuspensión y diálisis frente a PBS; iv) unión a una 
olumna de Sepharosa-2F, elución a pH 2,5 y neutralización; v) concentración; y vi) 
quilibrado en PBS. 
 
 
V.1.2 PUESTA A PUNTO DE LA PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA F  
El protocolo de purificación de la proteína F fue básicamente el mismo que el 
e la proteína FTM- (apartado III.2.3.4 de Materiales y Métodos), aunque presentó 





Células HEp-2 se infectaron con VRBF en ausencia de STF y, al cabo de 2 ó 3 
días, en lugar de procesar el sobrenadante, se preparó un extracto de las células en 
presencia de 1% de octilglucósido. La proteína se purificó por cromatografía de 
inmunoafinidad. La columna utilizada y el desarrollo de la misma fue similar al descrito 
para la proteína FTM-. La proteína F purificada se analizó en un gel del 10% de 
acrilamida que se analizó por western blot o se tiñó con Azul de Coomassie (Figura 
IV.1.5 A). Se puede apreciar como, a diferencia de la proteína FTM-, la proteína F no 
retenida en la matriz (calle NR) fue indetectable. En contrapartida, la proteína eluida de 



























Western blot          Azul de Coomassie










Figura IV.1.5: Purificación de proteína F. A: Cromatografía de inmunoafinidad. La proteína F
se purificó a partir de extractos de células HEp-2 infectadas con VRBF, como se indica en el texto. Se
muestra un gel (10% de acrilamida) revelado por western blot con el AcM 47F o teñido con Azul de
Coomassie. NR es la proteína no retenida y E es el pico máximo de elución. B: Purificación de la
proteína F por una segunda cromatografía de inmunoafinidad. La proteína purificada por
columna de inmunoafinidad se volvió a purificar de nuevo por la misma columna y se analizó por
SDS-PAGE y posterior western blot con el suero αF1255-275 o tinción del gel con Azul de Coomassie.
El contenido de las calles es como en la parte A de la figura y MC es el material cargado en la
columna de inmunoafinidad.  
 
Se intentó mejorar la pureza de la proteína eluida pasándola una segunda vez 
por la misma columna. En la Figura IV.1.5 B se puede apreciar, en el gel teñido con 
Azul de Coomassie, como el material eluido de la primera columna (calle MC) se 
purificó apreciablemente tras una segunda cromatografía (calle E). Además, como se 
puede observar en el western blot, la cantidad de proteína que no se unió a la columna 
fue de nuevo indetectable (calle NR). Así, en el protocolo general de purificación de la 








IV.2 COMPARACIÓN DE LAS PROTEÍNAS F Y FTM- 
 
Con el fin de comprobar si las proteínas F y FTM- tienen estructuras similares  
y, por lo tanto, las regiones transmembrana y citoplasmática son dispensables para el 
correcto plegamiento del ectodominio de la proteína F, ambas proteínas se sometieron 
en paralelo a los ensayos que se presentan en los siguientes apartados. 
 
 
IV.2.1 MOVILIDAD ELECTROFORÉTICA EN DISTINTAS CONDICIONES 
DE CALENTAMIENTO Y REDUCCIÓN 
Puesto que la movilidad electroforética de una proteína en presencia de SDS 
depende, en cierta medida, de su grado de desnaturalización que, a su vez, viene 
determinado por su estructura, las proteínas F y FTM- purificadas se trataron en distintas 
condiciones de reducción y calentamiento y se analizaron por western blot con un AcM 
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Figura IV.2.1: Western blot de las proteínas FTM- y F en distintas condiciones de reducción y 
calentamiento. A cantidades iguales de proteína FTM- o F ( ≈ 1 µg/canal) se añadió tampón de 
muestra de electroforesis. Según se indica en la parte inferior de la figura, las proteínas se calentaron
(o no) a 100ºC durante 3 min y se les añadió (o no) 5% de β-mercaptoetanol. Las proteínas se 
analizaron mediante SDS-PAGE (gel del 7,5% de acrilamida) y posterior western blot  con el AcM 
47F.  
 
Como se observa en la Figura IV.2.1, la banda mayoritaria en ambas proteínas 
reducidas y calentadas fue la correspondiente a la cadena F1. Por el contrario, cuando 
las proteínas reducidas no se calentaron, las formas mayoritarias de las proteínas FTM- y 





agregados de mayor grado). La forma mayoritaria de ambas proteínas calentadas pero 
sin reducir fue una banda que, por su tamaño, corresponde a las cadenas F1 y F2 unidas 
por puentes disulfuro, aunque también se observaron agregados mayores. Por último, 
cuando las proteínas no se redujeron ni se calentaron, las formas mayoritarias de las 
proteínas FTM- y F fueron agregados de alta masa molecular.  
Según estos resultados, las dos proteínas se comportaron de manera análoga en 
SDS-PAGE, tanto en presencia como en ausencia de calentamiento y reducción, lo cual 
sugiere que tengan estructuras similares o quizá idénticas. 
 
 
IV.2.2 SUSCEPTIBILIDAD A LA DIGESTIÓN CON TRIPSINA 
Otra prueba de que dos proteínas tienen estructuras similares es la 
susceptibilidad de ambas a proteasas y ver si comparten productos de digestión. Por 
ello, las proteínas FTM- y F se digirieron con distintas cantidades de tripsina y los 
productos de digestión se analizaron mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras y 


















Los productos de digestión obtenidos con 5 µg de tripsina fueron los mismos 
que con 25 µg de enzima, indicando que se trataba de fragmentos resistentes a la 
digestión con esta proteasa. En el caso de la proteína FTM- aparecieron tres bandas 
producto de la digestión con tripsina de 30 kDa (•), 20,5 kDa ( ) y 19 kDa (♦). Las 
bandas de 20,5 y 19 kDa han sido previamente caracterizadas por secuenciación N-
Figura IV.2.2: Susceptibilidad a la digestión con tripsina de las proteínas FTM- y F. Las
proteínas FTM- y F ( ≈ 1 µg)  se digirieron en 20 µl de PBS con 5 y 25 µg de tripsina-TPCK durante 2
h a 37ºC. Los productos de las digestiones se analizaron por SDS-PAGE (15% de acrilamida) en
condiciones reductoras y posterior western blot con el AcM 47F. Como control se cargó en el gel la
proteína correspondiente sin incubar o incubada 2 h a 37ºC en ausencia de tripsina. Las bandas
producto de la digestión con tripsina se indican con los símbolos:  (30 kDa),   (20,5 kDa) y ♦ (19
kDa). 
                                                      FTM-                                F              
Incubación (2h/37ºC)         -      +      +        +          -      +       +     +   












terminal y reactividad con AcMs. Ambas comparten su extremo N-terminal con el del 
péptido de fusión de la cadena F1 y, por tanto, se deben diferenciar en su extremo C-
terminal (López y col., 1990; Arbiza y col., 1992). En la proteína F se pudieron detectar 
también las bandas de 30, 20,5 y 19 kDa como consecuencia de la digestión con 
tripsina. En la proteína completa, además, se detectó la presencia de otras dos bandas de 
mayor movilidad electroforética que la cadena F1, pero éstas no fueron producto de la 
digestión con tripsina, ya que estaban presentes en la proteína no tratada. Los mismos 
resultados se obtuvieron realizando el western blot con suero policlonal αF, no 
detectándose otras bandas resistentes a la digestión por tripsina que las reconocidas por 
el AcM 47F (no mostrado).  
Por tanto, la susceptibilidad de las proteínas F y FTM- a la digestión con tripsina 
es muy similar y los productos de digestión son indenticos, lo que apoya la idea de que 
ambas proteínas adoptan estructuras muy parecidas, sino idénticas.  
 
 
IV.2.3 REACTIVIDAD EN ELISA CON AcMs ESPECÍFICOS DE LA 
PROTEÍNA F  
Para comprobar si distintos epítopos de la proteína F, reconocidos por una 
amplia batería de AcMs, se expresaban de manera similar en la proteína FTM-, se ensayó 






























































































Figura IV.2.3: Reactividad en ELISA de las proteínas F y FTM- purificadas. Cantidades iguales de 
proteína F y FTM- se ensayaron por ELISA con cantidades no saturantes de cada uno de los AcMs
específicos de la proteína F que se indican en el eje de abscisas. Se representan los valores de 
absorbancia obtenidos para cada anticuerpo con la proteína F (barras negras) y la proteína FTM- (barras 
grises). Los AcMs se han agrupado según la localización de los epítopos que reconocen (sitios





Todos los anticuerpos mostraron una reactividad muy parecida con las 
proteínas F y FTM- (Figura IV.2.3). Es de resaltar que muchos de los anticuerpos 
utilizados en este ensayo reconocen epítopos que dependen de la conformación nativa 
de la proteína, puesto que no reconocen a la proteína reducida en un western blot 
(anticuerpos de las áreas antigénicas I, V y VI y algunos del área IV). 




IV.2.4 ULTRACENTRIFUGACIÓN EN GRADIENTES DE SACAROSA 
Las proteínas F y FTM- se ultracentrifugaron en gradientes del 10 al 30% de 






























Figura IV.2.4: Ultracentrifugación de las proteínas F y FTM- en gradientes de sacarosa. 100
µg de ambas proteínas se centrifugaron en gradientes del 10 al 30% de sacarosa a 34000 rpm,
durante 15 h, en un rotor SW40, a 4ºC. Se recogieron fracciones de 1 ml, de las cuales se cargaron
25 µl en un gel del 10% y se realizó un western blot con el AcM 47F. Las partes A y C corresponden
a gradientes de la proteína F con y sin octilglucósido respectivamente. Las partes B y D
corresponden a gradientes de la proteína F
≈
TM- con y sin detergente, respectivamente. 
 
La proteína F, en presencia de detergente, sedimentó como una banda cerca de 
la parte superior del gradiente (Figura IV.2.4 A). Sin embargo, en ausencia de 
detergente (Figura IV.2.4 C) migró como una banda ancha centrada en la parte media 
del tubo, con agregados que sedimentaron hacia el fondo del gradiente. El 
comportamiento de la proteína F en este ensayo es análogo al de otras proteínas de 
membrana que, en ausencia de detergente, tienden a agregar por la interacción de sus 
regiones transmembrana. En cambio, la proteína FTM-, tanto en presencia (Figura IV.2.4 





las mismas fracciones que lo hizo la proteína F con detergente. En ausencia de 
detergente parte de la proteína también sedimentó en el fondo del tubo, sugiriendo la 
existencia de cierta agregación.  
Se puede concluir que, en su forma no agregada, las proteínas F y FTM- 
sedimentan de manera similar en un gradiente de sacarosa. 
 
 
IV.2.5 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 
La fracción 6 del gradiente de la proteína F (Figura IV.2.4 C) y la fracción 4 
del de la proteína FTM- (Figura IV.2.4 D), ambos en ausencia de detergente, se 




















Figura IV.2.5: Microscopía electrónica de las proteínas F y FTM-. Las micrografías (tinción
negativa) corresponden a las fracciones 6 (F) y 4 (FTM-) de los gradientes de sacarosa en ausencia de
octilglucósido (Figura IV.2.4). A es la proteína F y B la proteína FTM-. Dentro de B, i) son proteínas
mayoritariamente individuales y ii) proteínas individuales y rosetas. También se muestran imágenes
de detalles de las micrografías, junto a diagramas con las estructuras de las proteínas presentes en
dichos detalles. Por último, en la galería inferior, se muestran vistas superiores de las proteínas. 
 
La proteína F formó rosetas (Figura IV.2.5 A) similares a las observadas con 
glicoproteínas de membrana de otros virus (Wrigley y col., 1986) y a las descritas para 
la proteína F de otros paramixovirus (Sheid y col., 1972; Hosaka y Shimizu, 1972). En 
las rosetas, las moléculas aparecieron como espículas con forma de cono o de varilla 
con cabeza globular. En ambas conformaciones la parte más ancha se proyectó hacia 
fuera desde el centro de la roseta. Alrededor del 70% de las moléculas presentaron 
forma de cono, mientras que el 30% restante adoptaron la conformación de varillas con 
cabeza globular. La longitud de los dos tipos de moléculas fue de 19 nm, desde el centro 





aproximadamente, 38 nm). Si se descuenta la parte central de la roseta, la longitud de 
las espículas fue de 16,3 1,0 nm. El diámetro de la cabeza fue de 6,6 0,7 nm en 
ambas formas. Así, el tallo de la estructura sería de unos 10 nm. En la Figura IV.2.6 se 
muestra un esquema de las dos conformaciones. 
± ±
La proteína FTM- presentó mayoritariamente una forma no agregada (90% de 
las moléculas), aunque también se pudo apreciar la presencia de alguna roseta de 
pequeño tamaño (Figura IV.2.5 B). Las moléculas individuales de FTM- presentaron una 
morfología similar a los conos de la proteína F, mientras que las moléculas que se 
encontraban formando rosetas adoptaron la forma de varillas con cabeza globular. Las 
dimensiones de las moléculas de la proteína FTM- fueron similares a las de la proteína F, 



















Figura IV.2.6: Esquema de las proteínas FTM- y F observadas al microscopio electrónico. Se
indican las dimensiones calculadas a partir de las imágenes de microscopía electrónica de ambas
proteínas en sus dos conformaciones. 
 
Ambas proteínas parecieron formar trímeros, como se apreció por la estructura 
triangular de la vista superior de las proteínas (galería de imágenes inferior de la Figura 
IV.2.5). 
Por tanto, las proteínas F y FTM- presentan una similitud morfológica 
importante cuando se observan al microscopio electrónico y parecen ser trímeros. De 
los resultados obtenidos en los experimentos de todo este apartado se puede concluir 
que ambas proteínas son estructuralmente similares y que, por tanto, las regiones 
transmembrana y citoplasmática no son necesarias para que la proteína FTM- adopte una 












IV.3 ANÁLISIS ESTRUCTURAL DE LAS PROTEÍNAS F Y 
FTM- POR INMUNOMICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 
 
Con el fin de localizar en las estructuras de las proteínas F y FTM- vistas al 
microscopio electrónico los epítopos reconocidos por un panel de AcMs anti-F, ambas 
proteínas se incubaron con AcMs correspondientes a diferentes regiones antigénicas. 
Este análisis fue además otra prueba de la similitud estructural de ambas proteínas, así 
como una comparación de la estructura antigénica  de las dos formas de proteína F 
observadas al microscopio electrónico (conos y varillas con cabeza globular).  
Se seleccionaron los AcMs 2F, 44F y 45F del área antigénica I; 47F y 13 de la 
II; 56F y 19 de la IV; 7957 de la V y 7916 de la VI. Todos ellos se han descrito 
previamente (García-Barreno y col., 1989; Örvell y col., 1987; Taylor y col., 1992; 
López y col., 1998). Los AcMs se purificaron en batch mediante unión a proteína A-
Sepharosa, según se describe en Materiales y Métodos (apartado III.2.3.1).  
El AcM 2F, que no reacciona con proteínas F con cambios en el residuo 389 de 
la cadena F1 (región antigénica I), se unió a la parte superior de la cabeza de las 
moléculas de proteína F (Figura IV.3.1). En algunos casos se pudieron apreciar 
moléculas de AcM 2F unidas a la cabeza de dos espículas distintas dentro de la misma 
roseta o de rosetas adyacentes. También se pudo observar la presencia de dos moléculas 
de AcM que se unen cada una a una sola espícula de dos rosetas adyacentes, dando 
lugar a complejos 2+2. El ángulo de unión entre la región Fab y el tallo de las espículas 
de proteína F fue siempre de 150º, independientemente de la orientación relativa entre 
las moléculas de antígeno y anticuerpo, como se ha observado en otros casos (Wrigley y 
col., 1983). En la proteína FTM-, el AcM 2F también se unió en la cabeza de la espícula 
y su ángulo de unión fue de 145º (Figura IV.3.1). Este valor fue estadísticamente 
indistinguible del obtenido con la proteína completa, ya que el error absoluto de la 
medida fue de 5º. También se pudo apreciar la presencia de complejos 2+2, 3+3 e 
incluso mayores. Tanto en la proteína silvestre como en la mutante, el AcM se unió de 
igual forma a las moléculas con morfología de cono o de varilla con cabeza globular. 
El AcM 47F, que no reacciona con proteínas mutantes con cambios en los 
residuos 262, 268, 272 y 275 (sitio antigénico II), se unió a las proteínas F y FTM- en la 
base de la cabeza del trímero. Con la proteína completa el ángulo de unión fue de 85-
90º y el AcM 47F apareció normalmente unido a dos espículas de la misma roseta y, 
cada una de las espículas, fue capaz de unir, al menos, dos fragmentos Fab (Figura 
IV.3.1). Cuando el AcM 47F se unió a la proteína FTM- formó un ángulo de 85º y 
apareció una gran variedad de complejos, aunque no se pudieron apreciar los de tipo 
2+2. Nuevamente no aparecieron diferencias apreciables en la unión del anticuerpo a las 
moléculas en forma de cono o de varilla con cabeza globular. 
El AcM 56F, que no reacciona con mutantes en la posición 429 (sitio 
antigénico IV), se unió con un ángulo de 100º a la zona lateral de la cabeza de la 
espícula de la proteína F (Figura IV.3.1). Se pudieron apreciar anticuerpos uniendo 
espículas en una misma roseta o en rosetas adyacentes. El sitio y el ángulo de unión 
fueron, de nuevo, indistinguibles entre la proteína FTM- (95º) y la proteína completa, así 
































Figura IV.3.1: Inmunomicroscopía electrónica de las proteínas F y FTM- con los AcMs 2F, 47F y 
56F. De las micrografías se han seleccionado algunos detalles que se muestran en las galerías
inferiores y se esquematizan debajo de cada grupo de imágenes. 
 
También se analizaron otros AcMs pertenecientes a las regiones antigénicas I, 
II y IV en su interacción con la proteína F (Figura IV.3.2). Los AcMs 44F y 45F (sitio 
antigénico I) formaron estructuras como las del 2F, con un ángulo de unión de 150º. Su 
unión fue igual a las dos conformaciones de la proteína. El AcM 13 (sitio antigénico II) 
se unió con un ángulo de 90º a la base de la cabeza de las espículas, como el AcM 47F. 
Por último, el AcM 19 (sitio antigénico IV) se unió al lateral de la cabeza en la misma 
posición que lo hacía el AcM 56F y con un ángulo de 95º (indistinguible 
estadísticamente de los 100º medidos en el AcM 56F), en ambas conformaciones de la 
proteína.  
Finalmente se estudió la unión a las proteínas F (Figura IV.3.2) y FTM- (no 
mostrado) de dos AcMs cuyos epítopos se localizan muy cerca de la región IV en la 





reconoce a mutantes de la proteína F con cambios en los residuos 432, 433 y 447, se 
unió al lateral de la cabeza globular de las moléculas con un ángulo de 110º (proteína F) 
y 115º (proteína FTM-). El AcM 7916 (sitio antigénico VI), que no reacciona con los 
mutantes que tienen cambios en el aminoácido 436, se unió a las proteínas F y FTM- 
también en el lateral de la cabeza, pero con un ángulo de 120º. Ambos AcMs se unieron 










Sitio V 7957 







Figura IV.3.2: Inmunomicroscopía electrónica de los complejos AcM-proteína F. Se muestran
detalles de imágenes de microscopía electrónica de todos los complejos AcM-F analizados. 
 
Estos resultados, resumidos en la Figura IV.3.3, están de acuerdo con la 
clasificación de anticuerpos basada en su reactividad con distintas proteínas mutantes 
(Arbiza y col., 1992; López y col., 1998), ya que los AcMs de una misma región 
antigénica se unen de igual forma a las proteínas F y FTM- y son distinguibles de los 





de secuencia, según los cuales los sitios antigénicos IV, V y VI están localizados muy 
próximos en la proteína pero presentan propiedades distintas. 
Estos datos también refuerzan las conclusiones del apartado IV.2 sobre la 










Sitio antigénico AcM Ángulo en la F Ángulo en la FTM- 
2F 150º 145º 
44F 150º  
 
I 
45F 150º  
47F 90º 85º II 
13 85-90º  
56F 100º 95º IV 
19 95º  
V 7957 110º 115º 








Figura IV.3.3: Unión de AcMs a las proteínas F y FTM-. En la parte superior de la figura se
esquematizan los sitios de unión de los distintos AcMs. En negro se señala el ángulo que forma la
región Fab del AcM con el tallo de la espícula. En la tabla inferior se indican los ángulos que
formaron los fragmentos Fab de los anticuerpos con el tallo de las espículas de las proteínas F y




IV.4 PROCESAMIENTO PROTEOLÍTICO DE LAS 
PROTEÍNAS F Y FTM-. DESCRIPCIÓN DE UN NUEVO 
SITIO DE PROCESAMIENTO 
 
La proteína F durante su maduración se procesa proteolíticamente dando lugar 
a dos cadenas (F1 y F2) que se mantienen unidas covalentemente mediante, al menos, 
un puente disulfuro. Hasta el momento estaba descrito que el procesamiento tenía lugar 





IV.4.1 A). Los experimentos que se detallan a continuación indican un procesamiento 
más complejo, incluyendo un segundo sitio de corte. 
 
 
IV.4.1 CARACTERIZACIÓN DE ESTADÍOS INTERMEDIOS DE 
PROCESAMIENTO DE LA PROTEÍNA FTM- 
Cuando la proteína FTM- purificada se analizó por SDS-PAGE en condiciones 
reductoras y posterior western blot con un suero contra un péptido sintético de la cadena 
F1 (αF1255-275) se detectaron tres bandas: α, β y γ (Figura IV.4.1 B). El suero αF2104-117, 
dirigido contra un péptido de la secuencia de la cadena F2 (ver Figura IV.4.1 A) sólo 
reconoció las bandas α y β, por lo que dichas bandas deberían contener, además de la 
cadena F1, o al menos parte de ella, regiones de la cadena F2. Cuando se realizó el 
western blot en condiciones no reductoras aparecieron dos bandas reconocidas por el 
suero anti-F1, de las cuales sólo la de menor movilidad electroforética fue reconocida 
por el suero anti-F2 (Figura IV.4.1 B). 
Para caracterizar los polipéptidos presentes en las preparaciones de proteína 
FTM- se abordó la secuenciación del extremo N-terminal de cada una de las bandas y se 
analizaron sus péptidos trípticos mediante espectrometría de masas. De la banda α no se 
obtuvo ninguna secuencia reconocible, probablemente porque el extremo N-terminal 
esté bloqueado. El análisis mediante espectrometría de masas MALDI-TOF de sus 
péptidos trípticos indicó que la banda α contenía secuencias de las cadenas F1 y F2 
(Figura IV.4.2 A), de acuerdo con su reactividad con los sueros αF1255-275 y αF2104-117. 
El péptido señal de la cadena F2 no se detectó en el análisis. Así, la banda α se 
identificó como el precursor F0 no procesado de la proteína FTM- (ver Figura IV.4.1 A). 
Los primeros ocho ciclos de la degradación de Edman de la banda β 
proporcionaron la secuencia: ELPRFMNY (Figura IV.4.3 A). Esta secuencia es la 
correspondiente a los residuos 110-117 de la proteína F. La espectrometría de masas de 
los péptidos trípticos de la banda β (Figura IV.4.2 B) indicó que contenía la cadena F1 y 
la región C-terminal de la cadena F2, lo que estaba de acuerdo con su reactividad con 
los sueros αF1255-275 y αF2104-117 (Figura IV.4.1 B). De este modo la banda β se 
identificó como un polipéptido que comienza en el residuo 110 y termina en el extremo 
C-terminal de la cadena F1 de la proteína FTM- y se denominó F∆1-109 (ver Figura IV.4.1 
A). 
Por último, los primeros seis ciclos de la degradación de Edman del extremo 
N-terminal de la banda γ (Figura IV.4.3 B) generaron la secuencia FLGFLL, que 
corresponde a los primeros residuos del péptido de fusión con el que empieza la cadena 
F1, tras el corte en el residuo 136. Su identidad también se confirmó mediante 
espectrometría de masas de sus péptidos trípticos (Figura IV.4.2 C). 
Por tanto, estos resultados indican que el precursor de la proteína FTM- se corta 
en dos sitios: el sitio I, después del residuo 109, y el sitio II, después del residuo 136. 
Ambos sitios están precedidos por regiones polibásicas reconocidas por proteasas del 
tipo furina como se indica en la Figura IV.4.1 A, es decir: R-X-K/R-R (Hosaka y col., 
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Figura IV.4.1: Análisis de la proteína FTM- purificada. A: Estructura primaria de la proteína F. 
Se representan los sitios de procesamiento proteolítico I y II entre las cadenas F2 y F1, así como otras
regiones relevantes de la proteína. Los círculos negros representan residuos de Cys, los triángulos
negros son sitios potenciales de N-glicosilación, las zonas rayadas son las dos regiones heptádicas
(RHA y RHB) de la cadena F1 y los rectángulos negros son las regiones hidrofóbicas de la proteína. 
La secuencia del péptido 104-117 se  muestra subrayada. También se indica el extremo C-terminal de 
la proteína FTM-. B: Western blot con los sueros αF2104-117 y αF1255-275 en condiciones no 
reductoras y reductoras de la proteína FTM-. El gel fue del 10% de acrilamida. C: SDS-PAGE de 
la proteína FTM-. El gel del 12% de acrilamida se tiñó con un colorante específico de glicoproteínas
(Gel Code Glycoprotein Stain) o con Azul de Coomassie. En la figura se señalan varias bandas cuya
identidad se explica en el texto. La banda marcada con un asterisco fue un contaminante de la
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Figura IV.4.2: Espectrometría de masas de los péptidos trípticos de las bandas α, β, γ y δ. Se 
muestran los espectros de masas de los péptidos trípticos de las bandas α (parte A), β (parte 
B), γ (parte C) y δ (parte D) señaladas en la Figura IV.4.1 C. En la parte inferior de los espectros se
representa la estructura primaria de la proteína F, indicándose los péptidos que se han podido detectar.
Por último se muestran los picos del espectro a los que se ha asignado un péptido de la proteína FTM-, 
el péptido al que se asignan y el error en la asignación. En la parte D se muestra ampliada la parte del 
espectro de los picos 2071,183 y 2142,234, que comprenden a los péptidos con las Met oxidadas (+16























































Figura IV.4.3: Secuencia N-terminal de las bandas β y γ. Se representan los cromatogramas de los
productos obtenidos en cada ciclo de degradación de Edman de las bandas β (parte A) y γ (parte B)
indicadas en la Figura IV.4.1 C. En el eje de ordenadas aparece la absorbancia medida a 269 nm y en
el de abscisas el tiempo de retención en la columna en min. El residuo relevante de cada ciclo se
muestra enmarcado en un círculo. 
En la Figura IV.4.1 C se detectó una cuarta banda, δ, que se tiñó como una 
banda difusa con Azul de Coomassie y con colorante específico de glicoproteínas (Gel 
Code Glycoprotein Stain). No fue posible determinar su secuencia N-terminal, 
probablemente, como en el caso del fragmento F0, por encontrarse bloqueado. La 
espectrometría de masas de los péptidos trípticos de este polipéptido indicó que 
correspondía a la cadena F2 (Figura IV.4.2 D). No se detectaron los péptidos 





anteriormente, mientras que los péptidos anteriores al residuo 109 se detectaron 
claramente. Entre los péptidos encontrados, el N88-A107 probablemente no se generó 
por el tratamiento in vitro de la banda F2 con tripsina, ya que no presentó un 
aminoácido básico en su extremo C-terminal, lo cual implicaría que se debió generar 
durante el procesamiento in vivo de la proteína FTM-. La ausencia de otras bandas de 
menor movilidad electroforética asignables a la cadena F2 sugiere que la cantidad de 
proteína procesada sólo en el sitio II es pequeña o inexistente. Además, cabe señalar que 
el suero αF2104-117 parece reconocer sólo los residuos del 110 al 117 y no del 104 al 109, 
ya que no reaccionó con la cadena F2 en western blot. 
La Figura IV.4.1 B muestra el resultado de un western blot de la proteína FTM- 
sin reducir. El suero αF1255-275 reconoció dos bandas, de las cuales sólo la superior 
reaccionó con el suero αF2104-117. La banda superior, probablemente, corresponde a la 
proteína FTM- en la que no se ha producido ningún procesamiento proteolítico o se ha 
producido solamente un corte. La banda inferior es la correspondiente a moléculas de 
proteína FTM- que han experimentado cortes en los sitios I y II y han perdido la región 
localizada entre ambos. 
Todos estos resultados sugieren que la proteína FTM-, en su estado maduro, 
contiene una cadena F2 cuyo extremo C-terminal precede al sitio de procesamiento I.  
La proteína FTM- totalmente procesada y los polipéptidos no totalmente 
procesados (F∆1−109, F0) están, probablemente, glicosilados, ya que se tiñen con 
colorante específico de glicoproteínas, como se puede apreciar en la Figura IV.4.1 C. La 
proteína FTM- se digirió con N-glicosidasa F para confirmar su glicosilación y obtener 
información acerca de las cadenas de azúcares unidas a la proteína. Para determinar la 
cantidad mínima de enzima necesaria para eliminar totalmente las cadenas de azúcares 
se realizó un ensayo de dosis. Según se aprecia en la Figura IV.4.4 A, las tres bandas 
que aparecieron en la proteína FTM- sin digerir (F0, F∆1−109 y F1) cambiaron de 
movilidad electroforética tras su deglicosilación con 220 mU de N-glicosidasa F, 
apareciendo tres bandas nuevas (F0', F∆1−109' y F1'). Cuando la digestión se realizó con 
400 mU de enzima, las bandas producto de la deglicosilación fueron las mismas que con 
220 mU, indicando que la digestión con 220 mU de N-glicosidasa F fue suficiente para 
obtener la digestión máxima de las cadenas de azúcares. 
La proteína digerida y sin digerir con N-glicosidasa F (220 mU) se analizó por 
western blot con los sueros αF1255-275 y αF2104-117 (Figura IV.4.4 B). Después de la 
digestión aparecieron tres bandas que reaccionaron con el suero del péptido de la cadena 
F1 en condiciones reductoras (F0', F∆1−109' y F1'). De las tres bandas, sólo las dos de 
menor movilidad electroforética (F0' y F∆1−109') reaccionaron con el suero αF2104-117. De 
este modo, la banda F1' se identificó como la cadena F1 deglicosilada, la banda F∆1−109' 
como el polipéptido F∆1-109 sin cadenas de azúcares y la banda F0' como la proteína F0 
deglicosilada. 
El aumento de movilidad de la banda F1 tras la deglicosilación corresponde 
con un cambio de 5-6 kDa en la masa molecular de la proteína, lo que sugiere que el 
único sitio de N-glicosilación que existe en la cadena F1 está siendo usado. En cambio, 
la banda del polipéptido F∆1-109 experimentó un cambio de movilidad bastante más 
acusado tras su deglicosilación (correspondiente a 15-16 kDa de masa molecular), lo 
que sugiere que se estén usando más sitios de N-glicosilación, además del que existe en 





como se aprecia en la Figura IV.4.1 A). El aumento de la movilidad electroforética de la 
forma F0 tras el tratamiento enzimático correspondería a un cambio de masa molecular 
de 19-20 kDa, lo que sugiere la utilización añadida de otro(s) sitio(s) potencial(es) de N-
glicosilación, además de los existentes en la forma F∆1−109 (en la región 1-109 existen 
dos sitios potenciales de glicosilación según se indica en la Figura IV.4.1 A). 
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Figura IV.4.4: Digestión de la proteína FTM- con N-glicosidasa F. A: Ensayo de dósis. La proteína 
FTM- purificada ( ≈ 1 µg) se trató con dosis crecientes de enzima (de 40 a 400 mU) en 20 µl de PBS, 
0,1% SDS, 0,5% octilglucósido; durante 20 h a 37ºC, como se describe en Materiales y Métodos
(apartado III.2.4.9). Los productos de digestión se analizaron por SDS-PAGE (gel del 10% de
acrilamida) y western blot posterior con el AcM 47F. B: Western blot de la proteína FTM- digerida 
con N-glicosidasa F. La proteína se digirió (o no) con 220 mU de N-glicosidasa F según A. El 
resultado de la digestión se analizó mediante SDS-PAGE en un gel del 10% de acrilamida y posterior 
western blot con los sueros αF1255-275 ó αF2104-117.  
 
La cadena F2 deglicosilada tampoco fue reconocida por el suero αF2104-117 en 
western blot, lo que sugiere que la ausencia de reconocimiento de esta cadena por los 
anticuerpos no se debe a un impedimento estérico de las cadenas de azúcares. 
Estos resultados sugieren que las tres bandas de la proteína descritas en western 
blot con el suero αF1255-275 (la cadena F1, la forma procesada en el sitio I que da lugar a 
la banda F∆1-109 y la forma no procesada F0) se encuentran N-glicosiladas y que las 




IV.4.2 PROCESAMIENTO PROTEOLÍTICO DE LA PROTEÍNA F  
Para comprobar si, al igual que en el caso de la proteína FTM-, el polipéptido 
F∆1-109 estaba presente también en las preparaciones de proteína F, proteína F purificada 
a partir de extractos de células HEp-2 infectadas con VRBF o VRSH (cepa Long) o 





ó αF2104-117 (Figura IV.4.5). El suero αF1255-275 (parte A) reconoció la banda 
correspondiente a la cadena F1. En las preparaciones que contenían la proteína completa 
la banda F1 migró menos que la de la proteína FTM- (que carece de los 50 últimos 
aminoácidos). El suero αF2104-117 reaccionó con una banda que corresponde al 
polipéptido F∆1-109 en todas las preparaciones que contenían la proteína F (Figura IV.4.5 
B). En la parte B de la figura las cantidades de proteína se ajustaron para que la banda 
F∆1-109 tuviese la misma intensidad en todas las calles del gel. Las cantidades de proteína 
en la parte B respecto a las de la parte A fueron: virus purificado 10:1, F(VRSH) 2:1, 
F(VRBF) 1:1 y FTM-(VRBFTM-) 1:1,5. Así, las formas F0 y F∆1-109 fueron menos 
abundantes en las preparaciones de virus purificado o de la proteína F purificada a partir 
de células infectadas con el VRSH, que en las que provenían de células HEp-2 





















































Figura IV.4.5: Western blot de preparaciones de proteína F y FTM-. VRSH purificado, proteína F 
purificada a partir de extractos de células HEp-2 infectadas con VRSH o VRBF y proteína FTM-
purificada a partir de sobrenadante de células HEp-2  infectadas con VRBFTM-, se ensayaron por 
western blot con los sueros αF1255-275 (A) o αF2104-117 (B). La cantidad de proteína de la parte A se 
ajustó en cada calle para dar intensidades similares de la banda F1. En la parte B las cantidades de
proteína cargadas respecto a la parte A fueron: virus purificado 10:1, F(VRSH) 2:1, F(VRBF) 1:1 y
FTM-(VRBFTM-) 1:1,5. 
 
Está descrito que el procesamiento de la proteína F es menos eficiente en 
células infectadas con VRBF que con VRSH (Wertz y col., 1987), lo que podría 
favorecer la acumulación del polipéptido F∆1−109 en las preparaciones de proteína 
obtenidas a partir de extractos de células infectadas con recombinantes del virus 
vaccinia. En las preparaciones de proteína FTM- se encontró mayor abundancia de 
formas parcialmente procesadas que en las preparaciones de proteína F debido, 
probablemente, al diferente camino exocítico de la proteína FTM-. En ensayos realizados 
con un mutante de la proteína de fusión del virus de la parainfluenza humana de tipo 2 





(equivalente a la proteína FTM-), el porcentaje de la forma no procesada del mutante de 
la proteína de fusión también es mayor que el que aparece en la proteína completa 
(Tong y Compans, 2000).  
Estos experimentos demuestran que el procesamiento en el sitio I no es 
exclusivo de la proteína FTM-, sino que también se produce en la proteína F. 
Para comprobar que la cadena F2 de la proteína F, al igual que la de la proteína 
FTM-, tenía su extremo C-terminal precediendo al sitio de corte I, se comparó el tamaño 
de las cadenas F2 de las dos proteínas. Para ello se analizaron las proteínas mediante 
SDS-PAGE y tinción posterior con colorante específico de azúcares (Gel Code 
Glycoprotein Stain). Como se aprecia en la Figura IV.4.6 ambas cadenas F2 migraron 
















Figura IV.4.6: Comparación del tamaño de las cadenas
F2 de las proteínas FTM- y F. Las dos proteínas, purificadas
a partir de células HEp-2 infectadas con virus vaccinia
recombinantes, se analizaron por SDS-PAGE (gel del 12%
de acrilamida). El gel se tiñó con colorante específico de
glicoproteínas (Gel Code Glycoprotein Stain). 
 -   F F TM 
 
 
IV.4.3 PREPARACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNAS F Y FTM- 
CON CAMBIOS EN LOS SITIOS DE PROCESAMIENTO I Y II  
Para determinar si el procesamiento proteolítico del polipéptido F0 en el sitio I 
se requiere para el corte en el sitio II y viceversa, se prepararon mutantes en los dos 
sitios. Las alteraciones en las proteínas F y FTM- en el sitio I fueron: R108N, R109N y 
R108N/R109N (Figura IV.4.1 A). A la proteína FTM- se le introdujo la mutación ∆131-
134 (ver Figura IV.4.1 A) para obtener un proteína que no se cortase en el sitio II. De 
todos estos mutantes se construyeron virus vaccinia recombinantes como se describe en 
el apartado III.2.1.5 de Materiales y Métodos. 
 
IV.4.3.1 Caracterización de mutantes de la proteína FTM- en el sitio de 
procesamiento I 
Células HEp-2 se infectaron con los virus vaccinia recombinantes VRBFTM-, 
VRBFTM-R108N, VRBFTM-R109N y VRBFTM-R108N/R109N, y se marcaron 
metabólicamente con 35S-Met. Las proteínas se inmunoprecipitaron del sobrenadante de 
las células con una mezcla de AcMs que reconocen epítopos localizados en la cadena 





estaban presentes en la proteína FTM-, la forma F∆1-109 estuvo ausente en los tres 
mutantes. Además, en la proteína FTM- apareció una banda difusa correspondiente a la 
cadena F2. Esta misma banda estaba muy disminuida en los mutantes simples (R108N y 
R109N) y fue indetectable en el doble mutante. Además, en los mutantes apareció una 
banda difusa de menor movilidad electroforética que la cadena F2 y que probablemente 
corresponde a una cadena F2 que tenga el segmento entre los sitios de corte I y II, 
denominada F2*. Cuando el marcaje de las células infectadas con los distintos virus 
recombinantes se realizó con 3H-Glucosamina y se inmunoprecipitó el sobrenadante de 
las mismas (Figura IV.4.7 B), tampoco se pudo detectar la banda F∆1-109 en ninguno de 
los tres mutantes. La banda F2 también estuvo disminuida en los mutantes simples 
respecto a la proteína FTM- y fue indetectable en el mutante doble (R108N/R109N). Con 
el marcaje de azúcares la banda F2* fue más evidente en los tres mutantes, 




































































Figura IV.4.7: Análisis de las proteínas FTM- mutantes en el sitio de procesamiento I. Células
HEp-2 se infectaron con los virus vaccinia recombinantes (5 ufp/célula) que expresan la proteína FTM-
o la proteína FTM- con las mutaciones R108N, R109N ó R108N/R109N. Las células se marcaron
metabólicamente con 35S-Met (100 µCi/ml) (parte A) ó 3H-Glucosamina (100 µCi/ml) (parte B)
durante 24 h, empezando 4 h después de la infección. Los sobrenadantes se inmunoprecipitaron con
una mezcla de AcMs contra la cadena F1. Las proteínas se separaron por SDS-PAGE (gel del 12% de
acrilamida) y se visualizaron por autorradiografía.  
Por tanto, los resultados anteriores demuestran que mutaciones en el sitio I que 
alteraron la secuencia de reconocimiento por furina inhibieron el procesamiento 
proteolítico después del residuo 109 en la proteína FTM-. Sin embargo, la inhibición del 
procesamiento en el sitio I no impidió el procesamiento en el sitio II, tras el residuo 136, 








IV.4.3.2 Caracterización de los mutantes de la proteína F en el sitio I 
Los mutantes de la proteína F R108N, R109N y R108N/R109N se ensayaron 
de manera análoga a los de la FTM-. Células HEp-2 se infectaron con los virus vaccinia 
recombinantes que expresan las proteínas mutantes y se marcaron metabólicamente con 
35S-Met. Las proteínas se inmunoprecipitaron del extracto de células con una mezcla de 
AcMs contra la cadena F1. Como se aprecia en la Figura IV.4.8, mientras las formas F0, 
F∆1-109 y F1 se pudieron observar en la proteína F, la forma F∆1-109 no se detectó en los 
mutantes. Al igual que en el caso de la proteína FTM-, también apareció la banda 
correspondiente a la cadena F2* en los mutantes que tienen el sitio I alterado.  
Estos resultados indican que en la proteína F las mutaciones en el sitio I 
inhiben también el corte tras el residuo 109 y que dicha inhibición no impide el 






































IV.4.3.3 Caracterización de un m
procesamiento II 
La proteína mutante FTM- e
aminoácidos 131-134 (FTM-∆131-134)
HEp-2 infectadas con el virus vaccin
purificación siguió el mismo protocolo
de Materiales y Métodos). La proteína
proteínas FTM- y FTM-R108N/R109N p
la Figura IV.4.9. En la proteína FTM-∆
sí se apreció la banda F∆1−109  respe
detectable en la proteína FTM-∆131-13
en el gel (no mostrado). 
En conclusión, los resultado
puede procesar proteolíticamente inde
del procesamiento en el sitio I no im
observa un cierto bloqueo con una ac
 Figura IV.4.8: Análisis de las proteínas F mutantes
en el sitio de procesamiento I. Células HEp-2 se
infectaron con virus vaccinia recombinantes (5
ufp/célula), que expresaban las proteínas F, FR108N,
FR109N o FR108N/R109N. Las células se marcaron
metabólicamente con 35S-Met (100 µCi/ml) durante 24
h, empezando 4 h despues de la infección. Se
prepararon extractos celulares como se indica en el
apartado III.2.4.2 de Materiales y Métodos, y se
inmunoprecipitaron con una mezcla de AcMs contra la
cadena F1. Las proteínas inmunoprecipitadas se
separaron por SDS-PAGE (gel del 12% de acrilamida)
y se visualizaron por autorradiografía. utante de la proteína FTM- en el sitio de 
n el sitio II, en la que se han eliminado los 
, se purificó a partir del sobrenadante de células 
ia recombinante que expresa dicha proteína. La 
 descrito para la proteína FTM- (apartado III.2.3.3 
 purificada se analizó por western blot, junto a las 
urificadas del mismo modo, cómo se muestra en 
131-134 no se observó la banda de la cadena F1 y 
cto a la proteína FTM-. La cadena F0 sólo fue 
4 añadiendo cantidades grandes de ésta proteína 
s de este apartado indican que la proteína F se 
pendientemente en los sitios I y II. La inhibición 
pide el procesamiento en el sitio II, aunque se 





inhibición del procesamiento en el sitio II no bloquea el procesamiento en el sitio I, 















































Figura IV.4.9: Western blot de las proteínas
FTM-,  FTM-∆131-134 y FTM-R108N/R109N
purificadas. Las proteínas se purificaron por
cromatografía de inmunoafinidad a partir del
sobrenadante de células HEp-2 infectadas con
los correspondientes virus recombinantes según
se describe en Materiales y Métodos (apartado
III.2.3.3). En la parte izquierda de la figura el
western blot fue revelado con el suero αF1255-275
y en la parte derecha con el αF2104-117. El gel de
poliacrilamida fue del 10%. 
 
 
IV.4.4 COOLIGOMERIZACIÓN DE MOLÉCULAS DE FTM- CON DIVERSOS 
GRADOS DE PROCESAMIENTO 
Para averiguar si la forma sin procesar (F0) o la parcialmente procesada 
(F∆1−109), y la forma procesada de la proteína FTM- pueden estar formando parte del 
mismo trímero, el sobrenadante de células HEp-2 infectadas con VRBFTM- y marcadas 
metabólicamente con 35S-Met, se inmunoprecipitó con una mezcla de AcMs contra la 
cadena F1 ó con el suero αF2104-117.  
Las moléculas que sólo sufran un corte proteolítico en el sitio II deben ser muy 
pocas, ya que no se pudo detectar la banda F2* en la proteína FTM- purificada en un gel 
teñido con Azul de Coomassie o con colorante específico de glicoproteínas (Figura 
IV.4.1 B), ni en la inmunoprecipitación del sobrenadante de células infectadas con 
VRBFTM- y marcadas con 35S-Met o 3H-Glucosamina con una mezcla de AcMs anti-F1 
(Figura IV.4.7). Por otra parte, el suero αF2104-117 no reaccionó con la cadena F2. De 
esta forma, la aparición de la cadena F1 (que vendría fundamentalmente de la proteína 
totalmente procesada) en la inmunoprecipitación con el suero αF2104-117, indicaría que 
se produce la cooligomerización de las formas F0 y/o F∆1−109 y la forma procesada de la 
proteína FTM-.  
En la Figura IV.4.10 se muestra como la mezcla de AcMs anti-F1 
inmunoprecipitó las bandas F0, F∆1−109, F1 y F2 del sobrenadante de células infectadas 
con VRBFTM-, como ya se había visto previamente. Cuando la inmunoprecipitación se 





difusa de mayor movilidad electroforética que la cadena F2. Esta banda de baja masa 
molecular probablemente sea la correspondiente al péptido situado entre los sitios de 
corte I y II (FI-II). La aparición del fragmento FI-II en la inmunoprecipitación podría 
deberse simplemente a que se hubiese excretado al medio junto con la proteína FTM-, 
pero sin formar parte de la proteína madura; o bien, a que se encontrase unido a la 
proteína mediante interacciones no covalentes. Si lo que ocurriere fuese la segunda 
posibilidad, la aparición de la banda de F1 en la inmunoprecipitación con el suero 
αF2104-117 no demostraría la cooligomerización de las formas no totalmente procesadas 
y la totalmente procesada de la proteína FTM-, ya que la forma totalmente procesada 


















 VRBFTM-   -   +   -   + 
ΣAcMαF    +   +          








Figura IV.4.10: Inmunoprecipitación del sobrenadante de células infectadas con VRBFTM- con 
una mezcla de AcMs anti-F1 y con el suero αF2104-117. Células HEp-2 se infectaron con VRBFTM- o 
VRB12 (control negativo) con 5 ufp/célula. Las células se marcaron metabólicamente con 35S-Met 
(100 µCi/ml), a partir de 4 h después de la infección, durante 24 h. El sobrenadante de las células se
inmunoprecipitó con una mezcla de AcMs anti-F1 (ΣAcMαF) o con el suero αF2104-117. Finalmente se 
realizó un SDS-PAGE (gel del 12% de acrilamida) y se visualizaron los resultados por
autorradiografía. 
 
Para discernir entre las dos posibilidades, células HEp-2 se infectaron con 
VRBFTM- en medio DMEM-0 y se marcaron metabólicamente con 35S-Met. El 
sobrenadante se concentró (o no) con Centricon 3 (su membrana deja pasar las 
moléculas menores de 3 kDa) o Centricon 30 (el tamaño de poro retiene las proteínas de 
más de 30 kDa). El concentrado se diluyó con un volumen igual de DMEM-0 y se 
volvió a concentrar. Esta operación se repitió dos veces y, por último, el concentrado se 
llevó al volumen original con DMEM-0. Este sobrenadante se inmunoprecipitó con una 
mezcla de AcMs contra la cadena F1 ó con el suero αF2104-117 (Figura IV.4.11). En la 
inmunoprecipitación con la mezcla de AcMs anti-F1, tanto si el sobrenadante se pasó 
por Centricon como si no, aparecieron las bandas de F0, F∆1−109, F1 y F2. Al 
inmunoprecipitar con el suero αF2104-117, cuando el sobrenadante no se pasó por 





apareció la banda del péptido FI-II. Sin embargo, cuando el sobrenadante se pasó por 
Centricon 30 antes de realizar la inmunoprecipitación, la banda de FI-II ya no apareció y 
















VRBFTM-     -     +        -       +        -        +        -       +        -        +       -       +
ΣAcMαF     +     +                          +        +                          +       -
αF2104-117                      +       +                           +      +                           +      +











Figura IV.4.11: Cooligomerización de moléculas no totalmente y totalmente procesadas. Células
HEp-2 se infectaron con VRBFTM- o VRB12 (control negativo) con 5 ufp/célula. Las células se
marcaron metabólicamente con 35S-Met (100 µCi/ml), a partir de 4 h después de la infección y
durante 24 h. Los sobrenadantes se concentraron (o no) con Centricon 3 o Centricon 30, volviéndose
a llevar al volumen inicial con DMEM-0; esta operación se repitió dos veces más. Las proteínas se
inmunoprecipitaron con una mezcla de AcM anti-F1 (ΣAcMαF) o con el suero αF2104-117. Finalmente
se realizó un SDS-PAGE (gel del 12% de acrilamida) y se visualizaron los resultados por
autorradiografía.  
 
Estos resultados indican que el péptido entre los sitios de procesamiento I y II 
(FI-II) se libera de la proteína una vez realizados los dos cortes proteolíticos, ya que 
desaparece del inmunoprecipitado del sobrenadante concentrado con Centricon 30 al 
utilizar el suero αF2104-117. Por tanto, la forma no procesada (F0) y/o la parcialmente 
procesada (F∆1−109) cooligomerizan con la proteína FTM- procesada, ya la cadena F1 es 









IV.5 ESTUDIO DE LA ACTIVACIÓN DE LA PROTEÍNA F 
 
Como se comenta en la Introducción (apartado I.5), hasta ahora se desconoce el 
mecanismo de activación de la proteína F de los paramixovirus. A continuación se van a 
exponer una serie de resultados que indican que hay una correlación entre el 
procesamiento proteolítico de la proteína F y el cambio conformacional de dicha 
proteína al pasar de moléculas en forma de cono a varillas con cabeza globular, como se 
describió en el apartado IV.2. Las dos conformaciones de la proteína, a su vez, podrían 
estar relacionadas con el cambio conformacional que experimenta la proteína F durante 
el proceso de fusión de membranas. 
 
 
IV.5.1 OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNA FTM- 
TOTALMENTE PROCESADA PROTEOLÍTICAMENTE 
Como se mencionó en el apartado IV.4.1, las preparaciones de proteína FTM- 
contienen una fracción sustancial de polipéptidos en los que no ha tenido lugar el 
procesamiento proteolítico (F0) o en los que solo ha tenido lugar el corte en el sitio I 
(F∆1-109). Se intentó preparar proteína FTM- en la que todas las moléculas estuviesen 
totalmente procesadas. Para ello, considerando que los sitios de procesamiento I y II son 
secuencias reconocibles por tripsina, se incubó proteína FTM- purificada con cantidades 
crecientes de tripsina y el producto de la digestión se analizó por western blot con los 

















Figura IV.5.1: Western blot de la digestión con tripsina de proteína FTM-. Se digirieron alícuotas
de ≈ 1 µg de proteína FTM- purificada con las cantidades de tripsina-TPCK indicadas en cada canal en
un volumen final de 20 µl de PBS durante 1 h a 37ºC. Posteriormente se añadió tampón de muestra y
el resultado de la digestión se analizó mediante SDS-PAGE (10% de acrilamida) y posterior western








  Tripsina (ng)       0      62   125  250   500        0     62   125   250   500





Mientras las formas F0 y F∆1-109 se digirieron con cantidades crecientes de 
tripsina, la banda F1 permaneció esencialmente inalterada, aunque con altas cantidades 
de tripsina aparecieron algunas bandas de mayor movilidad electroforética que la 
cadena F1 y que reaccionaron con el suero específico de la cadena F1. 
Para comprobar que la cadena F2 de la proteína no se vio afectada por la 
digestión se realizó un ensayo similar al que se muestra en la Figura IV.5.1, pero en el 
que el gel se tiñó con Azul de Coomassie (Figura IV.5.2). La cadena F2 no se digirió 
con las cantidades de tripsina utilizadas, como se aprecia en el gel en condiciones 
reductoras (parte izquierda de la figura). La banda F1+F2 en condiciones no reductoras 


















Para comprobar si la digestión con tripsina alteraba las propiedades de 
agregación de la proteína FTM-, una cantidad de la misma se digirió con tripsina en 
condiciones equivalentes a las del canal de 250 ng de la Figura IV.5.1. La proteína 
procesada se cargó en un gradiente del 10 al 25% de sacarosa y se ultracentrifugó como 
se describe en Materiales y Métodos (apartado III.2.4.6). En la Figura IV.5.3 se muestra 
el western blot de las fracciones de los gradientes de proteína FTM- no tratada (parte A) 
y de proteína tratada con tripsina (parte B). La proteína no digerida, como ya se había 
observado (ver Figura IV.2.4), migró mayoritariamente hacia la parte superior del 
gradiente, con una proporción de moléculas sedimentando hacia zonas de mayor 
densidad e incluso hacia el fondo del tubo. En cambio, la mayoría de la proteína 
digerida sedimentó en una banda ancha con el máximo situado hacia la mitad del 
gradiente. 
 
Figura IV.5.2: SDS-PAGE de la digestión con tripsina de estadios intermedios de
procesamiento en la proteína FTM-. Se digirieron alícuotas con ≈ 15 µg de proteína FTM- en 20 µl 
de PBS con las cantidades de tripsina-TPCK indicadas en la figura durante 1 h a 37ºC. El resultado de
la digestión se analizó mediante SDS-PAGE (12% de acrilamida) en condiciones reductoras (parte
izquierda de la figura) y no reducturas (para derecha) y el gel se tiñó con Azul de Coomassie. 
Tripsina (ng)       0    156   312   625        0    156   312   625  














































Los resultados de las Figuras IV.5.1 y IV.5.3 A y B indican, por tanto, que la 
digestión con tripsina de proteína FTM- procesa las formas F0 y F∆1-109 para convertirlas, 
presumiblemente, en polipéptidos totalmente procesados de la proteína. Además, la 
Figura IV.5.3: Ultracentrifugación en gradiente de sacarosa de la proteína FTM- sin digerir y
digerida con tripsina. La proteína FTM- (≈ 100 µg) se digirió (o no) con 2,5 µg tripsina-TPCK en
160 µl de PBS durante 1 h a 37ºC (condiciones equivalentes a la digestión con 250 ng de la Figura
IV.5.1), se añadió un quinto del volumen de la muestra de inhibidor de proteasas (Complete mini-
EDTA) y las muestras se ultracentrifugaron 15 h, a 39000 rpm, en un rotor SW40, a 4ºC, en un
gradiente del 10 al 25% de sacarosa en PBS. Por último, se recogieron fracciones de 1 ml del
gradiente y se analizaron 25 µl de las mismas mediante western blot con el suero αF1255-275. A:
Western blot de las fracciones del gradiente de la proteína FTM- no tratada con tripsina. B:
Western blot de las fracciones del gradiente de la proteína FTM- digerida con tripsina. C:
Porcentaje de las bandas F1, F∆1−109 y F0 respecto a la proteína FTM- total presente en cada
fracción del gradiente de A. Los cálculos presentados se realizaron a partir del densitometrado de
las bandas presentes en el western blot de A. En rombos rojos se representa el porcentaje de la banda
de F1, en cuadrados azul oscuro el de la banda de F∆1−109, en triángulos azul claro el de la banda de F0
y con cruces verdes la suma del porcentaje de las bandas de F0 y de F∆1−109. En las fracciones 1-3 no
se muestran los datos ya que la cantidad de proteína detectada fue pequeña.  

































proteína totalmente procesada sedimenta mayoritariamente como agregados de mayor 
tamaño que a las formas individuales de proteína FTM- sin digerir, que sedimentan en las 
primeras fracciones del gradiente. 
En la Figura IV.5.3 C se representa el porcentaje de cada banda (F1, F∆1−109 y 
F0) respecto a la cantidad de proteína FTM- presente en cada fracción del gradiente de la 
Figura IV.5.3 A. Se observa como las formas no procesadas (F0) o parcialmente 
procesadas (F∆1-109) de proteína FTM- se localizaron mayoritariamente en las fracciones 
superiores del gradiente, mientras que el máximo de la banda de la cadena F1 se 
desplazó hacia la mitad del gradiente.  
Se juntaron las fracciones 4-7 del gradiente de la proteína sin digerir con 
tripsina, así como las fracciones 6-9 de la proteína digerida con tripsina, que 
correspondieron al máximo de proteína en cada gradiente. Ambas preparaciones se 
observaron al microscopio electrónico (Figura IV.5.4). Mientras que la proteína FTM- 
sin digerir presentó una mayoría de moléculas individuales con forma cónica (53%) en 
la proteína digerida con tripsina la mayoría de las moléculas adoptaron forma de varilla 
con cabeza globular y formaron rosetas (86%). Además, las rosetas de la proteína 
tratada con tripsina contenían un número mayor de espículas (entre 6 y 8 por roseta) que 



















Este resultado indica que cuando las formas no totalmente procesadas de la 
proteína FTM- se procesan in vitro por tratamiento con tripsina, la proteína tiende a 
agregarse en rosetas que sedimentan más rápidamente que las formas no agregadas. Al 
tripsina
-tripsina                                +tripsina 
Figura IV.5.4: Microscopía electrónica de preparaciones de proteína FTM- sin digerir o digerida
con tripsina. Se juntaron las fracciones 4-7 del gradiente de la proteína FTM- sin digerir con tripsina y
las fracciones 6-9 del de la proteína digerida (Figura IV.5.3) y se observaron al microscopio
electrónico por tinción negativa. En la parte inferior de la figura se muestra un diagrama de los





mismo tiempo, ese cambio en el estado de agregación de la proteína FTM- va asociado a 
un cambio en su forma que es visible al microscopio electrónico: la proteína que 
contiene formas no totalmente procesadas está, mayoritariamente, en forma de conos 
que se presentan como moléculas no agregadas, mientras que la proteína de la que se 
han eliminado las formas F0 y F∆1−109 por tratamiento con tripsina forma rosetas de 
varillas con cabeza globular. 
Una posible explicación de los anteriores resultados sería que la incubación a 
37ºC contribuyese al cambio conformacional observado (paso de formas cónicas a 
varillas con cabeza globular), además del procesamiento con tripsina. Para analizar esta 
posibilidad, la digestión de la proteína FTM- con tripsina se realizó a 10ºC y 20ºC. Como 
se muestra en la Figura IV.5.5, la digestión del polipéptido F∆1−109 fue algo menos 
eficiente a 10ºC y a 20ºC que a 37ºC, por lo que, para digerir la proteína FTM- a dichas 
temperaturas para su posterior análisis por ultracentrifugación en un gradiente de 















La proteína FTM- sin digerir o digerida con tripsina a 10, 20 ó 37ºC se 
ultracentrifugó en gradiente de sacarosa en las mismas condiciones de la Figura IV.5.3. 
En la parte A se muestran los western blots de las fracciones de los cuatro gradientes y 
en la parte B las imágenes de microscopía electrónica de las preparaciones de proteína 
que se cargaron en los gradientes. El gradiente de la proteína FTM- sin tratar con tripsina 
mostró el mismo perfil que en anteriores ocasiones (ver Figura IV.5.3 A). Cuando se 
digirió a 10ºC ó 20ºC la proteína migró hacia la parte media del gradiente, de manera 
análoga a la proteína digerida a 37ºC. Además, como se puede observar en las 
micrografías de la Figura IV.5.6 B, las preparaciones digeridas con tripsina, a cualquiera 
de las tres temperaturas, contenían mayoritariamente moléculas en forma de varilla con 
cabeza globular, las cuales formaron rosetas de 6-8 unidades.  
Se puede concluir, por tanto, que la agregación de la proteína FTM- y el cambio 
conformacional de moléculas con forma cónica a moléculas con morfología de varilla 
Figura IV.5.5: Digestión con tripsina de proteína FTM- a distintas temperaturas. ≈1µg de 
proteína FTM- purificada se digirió 1 h a 10, 20 ó 37ºC en 20 µl de PBS con las cantidades de tripsina-
TPCK indicadas en la figura. Los productos de la digestión se analizaron en un gel del 10% de 
acrilamida mediante western blot con el AcM 47F.  
Tripsina (ng)     0     250   500    0    250   500    0    250   500  












con cabeza globular, que se observa tras la digestión con tripsina a 37ºC, no se debe a la 
temperatura de incubación, puesto que se aprecia el mismo efecto cuando la digestión se 

































Figura IV.5.6: Proteína FTM- sin digerir o digerida con tripsina a distintas temperaturas. La
proteína FTM- (≈ 100 µg) sin digerir o digerida con tripsina-TPCK en condiciones equivalentes a las
descritas en la Figura IV.5.3 para la digestión a 37ºC, y con una concentración de tripsina tres veces
mayor para la digestión a 10 y a 20ºC. Las muestras se ultracentrifugaron en un gradiente  de sacarosa
del 10 al 25%, según se indica en el pie de la Figura IV.5.3. Se recogieron fracciones del gradiente de
1 ml y 25 µl de las mismas se analizaron por western blot con el suero αF1255-275 (parte A). Las
preparaciones cargadas en el gradiente se observaron al microscopio electrónico por tinción negativa
(parte B). 
BA
1  2  3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13
- tripsina 
+ tripsina (20ºC) 
+ tripsina (10ºC) 











IV.5.2 OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNA F 
TOTALMENTE PROCESADA PROTEOLÍTICAMENTE 
La proteína F purificada se digirió con tripsina de manera equivalente a la 
proteína FTM- con el fin de comprobar si también tenían lugar los cambios observados 
en la proteína FTM- tras el procesamiento de las formas F0 y F∆1−109. 
En la Figura IV.5.7 se muestra un western blot de la digestión de la proteína F 
con cantidades crecientes de tripsina. Se puede apreciar como, de nuevo, los 
intermediarios del procesamiento (F0 y F∆1−109) se digirieron con cantidades crecientes 

















La proteína F sin digerir o digerida con tripsina en condiciones en las que se 
procesaron proteolíticamente las formas F0 y F∆1-109, se ultracentrifugó en un gradiente 
del 10 al 25% de sacarosa. En la Figura IV.5.8 se muestra el western blot de las 
fracciones de los gradientes. La proteína F no digerida migró como ya se había 
observado previamente en la Figura IV.2.4, es decir, la mayor parte de la proteína 
sedimentó hacia la mitad y hacia el fondo del gradiente, aunque una parte de la proteína, 
que se degradó espontáneamente, sedimentó hacia la parte superior del gradiente. Por el 
contrario, la proteína F digerida con tripsina sedimentó hacia regiones de mayor 
densidad del gradiente, aunque la parte de proteína degradada espontáneamente 
permaneció en la parte superior.  
Por tanto, la preparación de proteína F que contiene moléculas totalmente 
procesadas por el tratamiento con tripsina presentó un grado de agregación mayor que la 
proteína que contiene aún formas sin procesar, al igual que se había observado con la 
proteína FTM-.  
Figura IV.5.7: Digestión con tripsina de proteína F. Se digirieron alícuotas de ≈ 1 µg de proteína F 
purificada con las cantidades indicadas en cada canal de tripsina-TPCK en 20 µl de PBS durante 1 h a 
37ºC. El resultado de la digestión se analizó mediante SDS-PAGE (10% poliacrilamida) y posterior 
western blot con los sueros que se indican en la figura.  
Tripsina (ng)        0         4      16      62         0       4      16    62  



































Las fracciones 6-9 del gradiente sin tratar y las fracciones 8-11 del gradiente de 
proteína F digerida con tripsina se analizaron mediante microscopía electrónica (Figura 
IV.5.9). Como era previsible por el resultado de los gradientes, la preparación de 
proteína tratada con tripsina presentó rosetas mayores que la que no se digirió. Además, 
las rosetas de la proteína totalmente procesada estuvieron formadas, casi en su totalidad, 








Figura IV.5.8: Ultracentrifugación en gradiente de sacarosa de la proteína F sin digerir o
digerida con tripsina. La proteína F (≈ 100 µg) se digirió (o no) 1 h a 37ºC con 430 ng de tripsina-
TPCK en 160 µl de PBS (condiciones equivalentes a la digestión con 62 ng de la Figura IV.5.7). Tras
la incubación se añadió un quinto del volumen de la muestra de inhibidor de proteasas (Complete
mini-EDTA) y las muestras se ultracentrifugaron 15 h, a 39000 rpm, en un rotor SW40, a 4ºC, en un
gradiente del 10 al 25% de sacarosa. Se recogieron fracciones de 1 ml y se analizaron 25 µl de las
mismas por western blot con el suero αF1255-275.
























IV.5.3 CARACTERIZACIÓN DE LOS MUTANTES FTM-R108N/R109N Y FTM-
∆131-134 
Con el fin de confirmar la relación entre la presencia de formas no totalmente 
procesadas de la proteína FTM- (F0 y F∆1−109), el estado de agregación de la misma y las 
formas discernibles al microscopio electrónico (proteínas con forma de cono o de varilla 
con cabeza globular) se purificaron las proteínas de los mutantes FTM-R108N/R109N y 
FTM-∆131-134, según se describe en el apartado IV.4.3.3. Las dos proteínas mutantes y 
la proteína FTM- se ultracentrifugaron en un gradiente del 10 al 25% de sacarosa. En la 
Figura IV.5.10 se muestra como la proteína FTM-, como ya se había descrito, migró 
como dos poblaciones de proteína distintas: i) las formas no totalmente procesadas 
migraron en la parte superior del gradiente; y ii) la cadena F1 (proviniente 
mayoritariamente de moléculas totalmente procesadas, como se comentó en el apartado 
IV.4.4) se localizó a lo largo de todo el tubo, con un máximo en la parte media y otro en 
el fondo. El polipéptido F0 de la proteína FTM-R108N/R109N se localizó en la parte 
superior del gradiente; mientras que la forma procesada únicamente en el sitio II (banda 
F1) de esta proteína, sedimentó mayoritariamente como una banda más ancha con 
agregados que llegaban al centro del gradiente y con algunas moléculas en un estado de 
agregación mayor. Por último, el polipéptido F∆1−109 de la proteína FTM-∆131-134 
sedimentó en la parte superior del gradiente, como lo hizo la forma homóloga de la 
proteína FTM-. 
En la Figura IV.5.11 se muestran las micrografías de las muestras cargadas en 
los gradientes y de las fracciones 4 y 7 de cada gradiente de la Figura IV.5.10. Se puede 
observar como, en la proteína FTM-, la muestra inicial tenía moléculas individuales con 
forma de cono y moléculas con forma de varilla con cabeza globular agregadas en 
rosetas, como ya se había mostrado anteriormente. Los dos tipos de moléculas se 
separaron en el gradiente de sacarosa durante la ultracentrifugación, de forma que en la 
fracción 4 fundamentalmente aparecieron moléculas individuales cónicas, mientras que 
-tripsina +tripsina 
Figura IV.5.9: Microscopía electrónica de preparaciones de proteína F sin digerir y digerida
con tripsina. Se juntaron las fracciones 6-9 del gradiente de la proteína F sin digerir con tripsina y las
fracciones 8-11 del de la proteína digerida (Figura IV.5.8) y se observaron al microscopio electrónico





en la fracción 7 la mayoría de las proteínas formaron rosetas. En el mutante FTM-
R108N/R109N también apareció una mezcla de moléculas con forma de cono y de 
varilla con cabeza globular, sin embargo, el porcentaje de moléculas con forma de cono 
fue mayor en este mutante que en la proteína FTM-. Tras la ultracentrifugación en 
gradiente de sacarosa también fue posible separar las moléculas individuales (fracción 
4) de las que forman rosetas (fracción 7). Por último, la proteína FTM-∆131-134 presentó 
al microscopio electrónico únicamente moléculas individuales con forma de cono, que, 
como era de esperar, migraron fundamentalmente en la fracción 4 del gradiente. En la 
fracción 7 se pudieron observar algunas moléculas agregadas con forma de varilla con 
cabeza globular que, posiblemente, sean moléculas de FTM-∆131-134 que se hayan 



























Figura IV.5.10: Ultracentrifugación en gradiente de sacarosa de las proteínas FTM-, FTM-
R108N/R109N y FTM-∆131-134. Las proteínas purificadas (≈ 200 µg) se ultracentrifugaron en un
gradiente del 10 al 25% de sacarosa a 39000 rpm, 15 h, en un rotor SW40, a 4ºC. Se recogieron


























Estos resultados corroboran que la proteína procesada únicamente en el sitio II 
adopta una conformación de varilla con cabeza globular que forma rosetas en disolución 
acuosa; mientras que la proteína que únicamente se procesa con el sitio I está en forma 

























Figura IV.5.11: Microscopía electrónica de fracciones de los gradientes de proteína FTM-, FTM-
R108N/R109N y FTM-∆131-134. Se muestran las micrografías por tinción negativa de las muestras
que se cargaron en los gradientes de la Figura IV.5.10 (antes gradiente), de la fracción 4 y de la











V.1 ESTRUCTURA DE LA PROTEÍNA F 
 
V.1.2 PLEGAMIENTO DE PROTEÍNAS VIRALES DE FUSIÓN EN AUSENCIA 
DE LAS REGIONES TRANSMEMBRANA Y CITOPLASMÁTICA 
El plegamiento de glicoproteínas con regiones transmembrana tiene lugar en 
tres ambientes topológica y bioquímicamente distintos: i) el lumen del retículo 
endoplásmico, dónde se pliega el ectodominio en un ambiente oxidante; ii) la membrana 
del retículo endoplásmico, en la cual se pliega la región transmembrana; y iii) el citosol, 
dónde se pliega el dominio citoplasmático en un ambiente reductor (Doms y col., 1993; 
Spies y col., 1994). Por tanto, los tres dominios de las glicoproteínas se plegarían 
independientemente y, en principio, la eliminación de uno de ellos no influiría en el 
correcto plegamiento del resto. Los experimentos detallados en los apartados IV.2 y 
IV.3 de Resultados (comportamiento en SDS-PAGE en distintas condiciones de 
reducción y calentamiento, susceptibilidad a digestión con tripsina, reactividad frente a 
AcMs y observación al microscopio electrónico) sugieren que las proteínas F y FTM- 
tienen la misma estructura, lo que implica que no son necesarias las regiones 
transmembrana ni citoplasmática para el correcto plegamiento del ectodominio de la 
proteína F del VRSH.  
La proteína F sin las regiones transmembrana y citoplasmática del virus de la 
parainfluenza humana de tipo 2 (VPIH-2) se expresa y se procesa dando lugar a las 
cadenas F1 y F2 (Tong y Compans, 2000). Dicha proteína, al igual que la estudiada en 
el presente trabajo, también se excreta al medio extracelular y forma trímeros. Cuando 
se elimina únicamente la región citoplasmática, la proteína se expresa en la superficie y 
es capaz de inducir la fusión de membranas (Yao y Compans, 1995). Con la proteína F 
del virus de las paperas también se ha conseguido un mutante sin las regiones 
transmembrana y citoplasmática que se expresa, procesa y oligomeriza correctamente 
(McAleer y Rima, 2000). La proteína de fusión del virus del sarampión, en la cual se le 
introduce un codon de terminación que elimina los 24 últimos aminoácidos (región 
citoplasmática), es capaz de formar partículas infectivas (Cathomen y col., 1998). En la 
proteína F del virus simio 5 se ha preparado un mutante sin la región citoplasmática 
(Bagai y Lamb, 1996) que oligomeriza, se glicosila y se procesa igual que la proteína 
completa. En el virus Sendai, una proteína de fusión con sólo los 4 primeros residuos de 
la región citoplasmática es capaz de formar viriones infectivos (Fouillot-Coriou y Roux, 
2000).  
Todos estos resultados sugieren que las proteínas F de los paramixovirus no 
requieren las regiones citoplásmica y transmembrana para el correcto plegamiento de 
sus correspondientes ectodominios. Sin embargo, esto no es así para todas las proteínas 
F de los paramixovirus. Así, en la proteína F del virus de la enfermedad de Newcastle, 
la eliminación de la región citoplasmática conlleva una reducción muy importante de la 
capacidad de procesamiento proteolítico de la proteína (Sergel y Morrison, 1995). La 
proteína F del virus de la parainfluenza humana de tipo 3 (VPIH-3), desprovista de la 
región citoplásmica, no se expresa en la superficie, probablemente por un plegamiento 
incorrecto (Yao y Compans, 1995).  
Proteínas de fusión de otros virus se pliegan incorrectamente si se les 
introducen mutaciones en las regiones citoplasmática o transmembrana, o se eliminan 




preparado proteínas de fusión del virus de la gripe (HA) de las cepas X31/A/Aichi/68 
(subtipo H1) y A/Japan/305/57 (subtipo H2) en las cuales se han eliminado las regiones 
transmembrana y citoplasmática. La proteína de la cepa X31/A/Aichi/68 no oligomeriza 
y se presenta como un monómero parecido estructuralmente al de la HA completa, pero 
no igual, como se puede comprobar por la pérdida de reactividad con AcMs específicos 
de los trímeros de HA, ultracentrifugación en gradiente de sacarosa y cambios en la 
susceptibilidad a la digestión con tripsina. La proteína HA de la cepa A/Japan/305/57 
sin las regiones transmembrana y citoplasmática también se mantiene mayoritariamente 
en forma monomérica (Singh y col., 1990). En la proteína gp41 del virus de la 
inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2), mutaciones en la región transmembrana 
impiden la correcta oligomerización de la proteína (Center y col., 1997). La proteína 
env del virus de la inmunodeficiencia simia (VIS) sin la region citoplásmica tampoco 
adquiere la conformación adecuada (Spies y col., 1994). La proteína G del virus de la 
rabia sin las regiones transmembrana y citoplasmática no adquiere la misma 
conformación que la proteína completa (Gaudin y col., 1999). Por último, en la proteína 
G del virus de la estomatitis vesicular, cuando se la elimina la región citoplasmática, se 
produce un plegamiento incorrecto (Rose y Bergmann, 1983).  
También existen ejemplos de otras proteínas virales encargadas de la fusión 
que se pliegan correctamente sin las regiones transmembrana y citoplasmática, como la 
proteína env del virus del sarcoma de Rous (Eingfeld y Hunter, 1988) o la proteína env 
del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) (Earl y col., 1990). 
Todos estos datos muestran que las regiones transmembrana y citoplasmática 
no son necesarias en el plegamiento de la mayoría de las proteínas F de los 
paramixovirus, pero que, en cambio, sí son necesarias en muchas otras proteínas virales 
encargadas de la fusión. De este modo se puede concluir que, aunque el plegamiento de 
los distintos dominios de las glicoproteínas con regiones transmembrana se realiza en 
compartimentos separados, sólo en algunas proteínas es independiente el plegamiento 
de los tres dominios. 
 
 
V.1.2 ESTRUCTURA DE LAS PROTEÍNAS F Y FTM- 
La proteína FTM- tiene forma de espícula de 16 nm de longitud y 6 nm de 
diámetro en la cabeza y adopta dos conformaciones morfológicamente distintas, según 
se pudo observar por microscopía electrónica (Figura IV.2.5), pero antigénicamente 
indistinguibles (apartado IV.3 de Resultados). En una de las conformaciones la proteína 
tiene forma de cono y en la otra de varilla con cabeza globular. Las proteínas con 
morfología de cono se presentan en forma individual (Figura V.1.1 B), mientras que las 
otras se agrupan en rosetas (Figura V.1.1 C). En la proteína FTM- la única región 
altamente hidrofóbica que queda en la molécula es el péptido señal (Figura V.1.1 A), lo 
que sugiere que es esa región por la que agregan las moléculas de FTM- con forma de 






























































Figura V.1.1: Diagrama de la estructura primaria de la proteína F y localización de las regiones 
antigénicas en las espículas. A: Estructura primaria de la proteína F del VRSH. Se indican las 
regiones hidrofóbicas (rectángulos negros), las regiones heptádicas (RHA y RHB, rectángulos
rayados), los residuos de Cys (círculos negros), los sitios potenciales de N-glicosilación (triángulos 
negros), los dos sitios de procesamiento (flechas negras) y la localización de los sitios antigénicos (I,
II, IV, V, VI). B: Molécula individual con forma cónica de la proteína FTM-. Se indican las 
dimensiones de la proteína calculadas a partir de las imágenes de microscopía electrónica. C: Roseta 
de tres moléculas de FTM- con forma de varilla con cabeza globular. D: Roseta de proteína F con
tres moléculas con forma cónica y tres con forma de varilla con cabeza globular. Se indica la 
localización de los sitios antigénicos, así como las dimensiones de la proteína calculadas a partir de las
imágenes de microscopía electrónica. E: Modelos de la cadena F1 de monómeros de proteína F
  
TM-
correspondientes a las conformaciones cónica y de varilla con cabeza globular. Se indica la 
orientación antiparalela de las regiones RHA y RHB. La localización de la región N-terminal (N) en 
las formas cónicas no se conoce, en la conformación de varilla con cabeza globular se propone que se 
localice en el centro de la roseta. C' indica el extremo C-terminal de la proteína FTM-. F: Modelos de 
la cadena F1 de monómeros de proteína F correspondientes a las estructuras cónica y de varilla
con cabeza globular. De igual modo que en la parte E, se representa la estructura de la cadena F1 de





















El péptido señal de la proteína F del virus simio 5 es capaz de convertir una 
proteína soluble en una proteína que se une a membranas (Paterson y Lamb, 1987). 
También se ha observado la capacidad de unirse a membranas del péptido de fusión de 
la proteína F del virus Sendai mediante marcadores de fotoafinidad (Novick y Hoekstra, 
1988), así como con el péptido de fusión de la proteína F del virus de la enfermedad de 
Newcastle por espectroscopía infrarroja (Brasseur y col., 1988). En proteínas de otras 
familias virales encargadas de la fusión de membranas, como el virus del sarcoma de 
Rous (env), se ha observado que un mutante soluble de la proteína, tras la interacción 
con su receptor, se vuelve insoluble e interacciona con membranas (Damico y col., 
1998). Con la proteína HA de gripe se han obtenido resultados equivalentes a los de la 
proteína env; así, la proteína soluble tBHA (la proteína HA unida a membranas 
solubilizada por digestión con bromelina de forma que se libera el ectodominio) sufre 
un cambio conformacional tras su exposición a pH ácido que hace que se exponga una 
región hidrofóbica capaz de insertarse en liposomas (Doms y col., 1985).  
Todos estos datos sugieren que las moléculas de la proteína FTM- con la 
conformación de varilla con cabeza globular pueden estar agregando en disolución por 
tener expuesto el péptido señal y ser, por tanto, el estado post-activo de la proteína. En 
cambio, las moléculas de FTM- con forma de cono, que se mantienen no agregadas en 
medio acuoso, deben mantener el péptido señal fuera del contacto con el medio 
hidrofílico (Figura V.1.1 E) y serían la conformación pre-activa de la proteína.  
Las rosetas que se forman después de eliminar el detergente de las 
preparaciones de proteína F están formadas por espículas con forma de cono (70%) y de 
varilla con cabeza globular (30%), indistinguibles antigénicamente, como se 
esquematiza en el Figura V.1.1 D. Los dos tipos de espículas proyectan sus regiones 
más anchas hacia fuera de la roseta, indicando que sus regiones transmembrana están en 
el centro de la roseta. En las moléculas con morfología de varilla con cabeza globular, 
por analogía con la proteína FTM-, cabe suponer que el péptido de fusión también se 
localice en el centro de la roseta. Esto concuerda con el hecho de que las rosetas de 
proteína F no agregan entre si, lo que sugiere que la región hidrofóbica que se expondría 
en la conformación de varilla con cabeza globular se situaría inaccesible para la unión 
de varias rosetas (Figura V.1.1 F). 
La estructura tridimensional de la proteína F del virus de la enfermedad de 
Newcastle (Chen y col., 2001) muestra una morfología cónica de 17 nm de longitud 
(aunque debe ser algo más larga, ya que no se ha podido resolver la estructura de la 
parte inferior del cono), con una cabeza triangular de 7 nm de diámetro. Esta estructura 
es morfológicamente muy similar a la observada en la proteína F del VRSH. Además, 
se propone que la estructura resuelta de la proteína F del virus de la enfermedad de 
Newcastle sea la mezcla de las formas pre y post-activas de la proteína, lo cual está en 
consonancia con la alta similitud estructural encontrada entre las proteínas con 
conformación cónica y de varilla con cabeza globular en la proteína F del VRSH. 
Las predicciones de estructura secundaria indican la presencia de dos regiones 
heptádicas (RH) que formarían hélices α en la cadena F1 de la proteína F del VRSH: la 
RHA del residuo 156 al 201 y la RHB del 488 al 516 (Zhao y col., 2000). La presencia 
de estas regiones heptádicas es una característica de las proteínas F de todos los 
paramixovirus (Chambers y col., 1990; Buckland y Wild, 1989). La estructura 
determinada por difracción de rayos X de complejos de péptidos de las dos regiones 




enrolladas entre sí, recubierto antiparalelamente por tres hélices de la RHB (Zhao y col., 
2000). La longitud de la estructura formada por los péptidos de la RHA y la RHB es de 
64 Å. Un resultado similar se ha obtenido con péptidos de la RHA y la RHB de la 
proteína F del virus simio 5 (Baker y col., 1999). Sin embargo, en el caso de los 
péptidos del virus simio 5, la longitud de la estructura del hexámero fue de 96 Å, que 
está muy próxima a la calculada para la misma molécula a partir de imágenes de 
microscopía electrónica (97 Å) (Dutch y col., 1999). Probablemente la diferencia de 
longitudes entre las estructuras de las regiones heptádicas de las proteínas F del VRSH 
y del virus simio 5 se deba a que el número de aminoácidos de los péptidos cristalizados 
fue mayor en los del virus simio 5 que en los del VRSH. Como las estructuras 
determinadas fueron casi superponibles (Zhao y col., 2000), si se hubiese cristalizado un 
numero igual de aminoácidos en ambos trabajos cabría esperar que la longitud del 
complejo hubiese sido la misma. 
 La posibilidad de que el péptido de fusión sea el responsable de la formación de 
rosetas en la proteína FTM-, como se indica en la Figura V.1.1 E, y que en la proteína F 
se localice en el centro de las rosetas (Figura V.1.1 F), indica que el péptido fusión y la 
región transmembrana deben orientarse antiparalelamente en las moléculas de proteína 
F. Si esto es así, el tallo de las espículas de proteína F estaría formado por la RHA y la 
RHB. En la secuencia de la proteína F, la RHA y la RHB están separadas por unos 300 
aminoácidos, que serían los que formarían la cabeza globular.  
En la Figura V.1.1 D se muestra la localización de los sitios de unión de los 
AcMs observados por microscopía electrónica. El sitio antigénico II (residuos 262, 268, 
272 y 275), se localiza cerca de la RHA en la estructura primaria de la proteína F y está 
en la base de la cabeza globular en las imágenes de inmunomicroscopía electrónica. Los 
sitios antigénicos IV, V y VI (residuos 429, 432, 433, 436 y 447), localizados en el 
lateral de la cabeza globular en las micrografías, están más cerca de la RHB en la 
estructura primaria de la proteína F que el sitio antigénico I (residuo 389), que, como se 
observa por microscopía electrónica, está en la parte superior de la cabeza globular. 
Estos resultados apoyan la idea de que el tallo de las espículas de proteína F esté 
formado por la RHA y la RHB orientadas de forma antiparalela, como se determinó 
mediante difracción de rayos X de los complejos de péptidos de las regiones heptádicas 
de las proteínas F del VRSH y del virus simio 5. Además, la localización de las regiones 
antigénicas de la proteína F del VRSH y de sus regiones homólogas en la estructura 
atómica de la proteína de fusión del virus de la enfermedad de Newcastle son muy 
parecidas (Chen y col., 2001). En la proteína F del virus de la enfermedad de Newcastle 
la RHA se encuentra en el tallo de la estructura y la RHB probablemente también (ver 
Figura I.4.5) lo que, por analogía, sugiere que esto también ocurra en la proteína del 
VRSH. 
Por último, la longitud del tallo de las espículas de la proteína F del VRSH, 
determinada mediante microscopía electrónica (100 Å) (apartado de Resultados IV.2.5) 
está en consonancia con el tamaño obtenido mediante difracción de rayos X y 
microscopía electrónica de los complejos formados por péptidos de la RHA y la RHB 
del VRSH (64 Å) y del virus simio 5 (96 Å), con las consideraciones hechas 
anteriormente; así como con la longitud del tallo y el cuello en la estructura de la 





La presencia de una región central de tres hélices es un elemento estructural 
muy conservado en proteínas de fusión virales como la gp41 del VIH-1 (Chan y col., 
1997; Tan y col., 1997; Weissenhorn y col., 1997), la gp41 del VIS (Caffrey y col., 
1998; Malashkevich y col., 1998; Yang y col., 1999), la HA del virus de la gripe tipo A 
(Bullough y col., 1994), la HEF del virus de la gripe tipo C (Rosenthal y col., 1998), la 
GP2 del virus Ébola (Weissenhorn y col., 1998; Malashkevich y col., 1999), la gp21 del 
virus de la leucemia humana tipo 1 de células T (Kobe y col., 1999) y la proteína Env-
TM del virus de la leucemia murina de Moloney (Fass y col., 1996). Además, en 
algunas de estas proteínas (gp41, HA, F, GP2) también existe una segunda serie de 
regiones heptádicas que se unen antiparalelamente al núcleo central de tres hélices.  
La estructura de seis hélices α superenrolladas sería la estructura final parcial 
de las glicoproteínas de fusión de los paramixovirus (entre ellos el VRSH) tras el 
cambio conformacional que se produce durante la fusión de membranas (Skehel y 
Wiley, 1998) por la alta estabilidad de la estructura que forman (Zhao y col., 2000; 
Lawless-Delmedico y col., 2000; Lamb y col., 1999; Dutch y col., 1999; Joshi y col., 
1998). Esto estaría de acuerdo con la capacidad de péptidos análogos de la RHA y la 
RHB de inhibir la fusión en numerosos paramixovirus (Yao y Compans, 1996; Lambert 
y col., 1996; Wild y Buckland, 1997; Young y col., 1997, 1999; Lamb y col., 1999; 
Joshi y col., 1998; Ghosh y col., 1997, 1998; Ben-Efrain y col. 1999; Joshi y col., 1998; 
Rapaport y col., 1995), puesto que estos péptidos interferirían con la formación de la 
estructura final de hexámeros de la RHA y la RHB.  
 
 
V.1.3 ESTRUCTURA CUATERNARIA DE LA PROTEÍNA F 
Las proteínas F y FTM- forman oligómeros, ya que espículas de las dos 
conformaciones se unen, al menos, a dos AcMs, como se pudo determinar mediante 
inmunomicroscopía electrónica (Figura IV.3.1). Por estudios con reactivos de 
entrecruzamiento Collins y col. (1991) llegaron a la conclusión de que la proteína F del 
VRSH forma tetrámeros y Arumugham y col. (1989a) a que se compone de dímeros. 
Sin embargo, al microscopio electrónico, la vista superior de las espículas es triangular 
(Figura IV.2.5), lo que sugiere que son trímeros.  
La estructura cuaternaria postulada para la proteína F de los paramixovirus se 
apoya en la estructura tridimensional de la proteína F del virus de la enfermedad de 
Newcastle y en los estudios de la interacción de péptidos de las regiones heptádicas (la 
RHA y la RHB). Como se dijo anteriormente, las estructuras que se obtienen en el 
VRSH, el virus simio 5 y el virus de la enfermedad de Newcastle son trímeros (Zhao y 
col., 2000; Baker y col., 1999; Chen y col., 2001). A esta misma conclusión se ha 
llegado mediante otros métodos (apartado I.4.4.2 de la Introducción) en el VRSH, el 
virus simio 5 y el VPIH-3 (Matthews y col., 2000; Lawless-Delmedico y col., 2000; 
Zhao y col., 2000; Lamb y col., 1999; Dutch y col., 1999; Joshi y col., 1998; Russell y 
col., 1994; Tong y Compans, 2000).  
De esta forma, las imágenes de microscopía electrónica apoyan, mediante una 
técnica con la cual no se había estudiado hasta ahora la estructura tridimensional de 
proteínas F y que permite analizar la proteína completa, la estructura trimérica de la 




En otras proteínas de fusión (gp41 del VIH-1, gp41 del VIS, HA del virus de la 
gripe A, HEF del virus de la gripe C, GP2 del virus Ébola, Env-TM del virus de la 
leucemia murina de Moloney, gp64 de baculovirus (Volkman y Goldsmith, 1984) y 
gp21 del virus de la leucemia humana tipo 1 de células T) también se ha podido 
determinar que su estructura tridimensional es de trímeros (Weissenhorn y col., 1999). 
Todo ello sugiere la existencia de un alto grado de similitud en la estructura cuaternaria 




V.2 PROCESAMIENTO DE LA PROTEÍNA F 
 
V.2.1 COMPARACIÓN DEL PROCESAMIENTO DE LA PROTEÍNA F DEL 
VRSH CON EL DE PROTEÍNAS DE FUSIÓN DE OTROS PARAMIXOVIRUS 
Los datos presentados en el apartado IV.4 de Resultados demuestran que el 
precursor F0 de la proteína F del VRSH se procesa proteolíticamente en dos sitios con 
secuencias reconocidas por proproteínas convertasas (entre las que se encuentra la 
furina): el sitio I detrás del residuo 109 y el II tras el residuo 136. Además, el péptido 
comprendido entre ambos sitios se libera de la estructura final adoptada por la proteína 
madura (apartado de Resultados IV.4.4).  
Este estudio se ha realizado con la proteína F de la cepa Long del VRSH, sin 
embargo, los sitios I y II están conservados en todas las cepas secuenciadas de la 
proteína F del VRSH, tanto del grupo antigénico A como del B, según se muestra en la 
Figura V.2.1. Por ello, el doble procesamiento proteolítico de la proteína F es 
presumiblemente, general para todas las cepas del VRSH. En la Figura V.2.1 se puede 
observar también que las secuencias de F2 comprendidas entre los sitios de 
procesamiento I y II presentan mayor variabilidad entre las distintas cepas del virus que 
las regiones que se mantienen en la proteína madura. Probablemente, la región 
comprendida entre los sitios I y II sirve solamente de espaciador entre dos regiones de la 
estructura primaria de la proteína, pero no tiene otras restricciones estructurales para su 
funcionalidad. Es de resaltar que el péptido señal, que no se encuentra en la proteína 
madura, también tiene un alto grado de variabilidad de secuencias entre las cepas del 
VRSH, requiriendo solo que se mantenga una secuencia altamente hidrofóbica.  
El sitio de procesamiento I también se encuentra conservado en distintas cepas 
de la proteína F del virus respiratorio sincitial bovino (VRSB) (Figura V.2.2). De hecho, 
también se ha observado que la proteína F del VRSB se procesa en los sitios I y II (G. 
Herrler, comunicación personal). Sin embargo, las cadenas F2 de las proteínas de fusión 
del resto de virus de la subfamilia Pneumovirinae (el virus de la neumonía de ratón 
(VNR) y el neumovirus aviar (NVA)) no poseen esta región, apareciendo un hueco en el 
alineamiento de las secuencias aminoacidícas de todas estas proteínas entre los sitios I y 
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Si se compara el tamaño de la cadena F2 de la proteína F de distintos 
paramixovirus (Figura V.2.3) se puede observar como el número de residuos es 
aproximadamente el mismo entre todos los virus, excepto en el virus respiratorio 
Figura V.2.1: Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de la cadena F2 de la proteína F de
distintas cepas del VRSH. Se representa la secuencia aminoacídica de la cadena F2 de la proteína F
de la cepa Long del VRSH y, debajo, los aminoácidos que varían en distintas cepas agrupadas según
su grupo antigénico (A o B). En rojo se marca la secuencia de reconocimiento por furina del sitio de
corte I, con flechas se indican los sitios I y II, los círculos señalan los residuos de Cys conservados y
los triángulos los sitios potenciales de N-glicosilación conservados. El péptido señal está formado,
probablemente, por los primeros 22 aminoácidos. Las secuencias representadas se han extraído de:
López y col., 1988 (Long); Collins y col., 1984a (A2); Baybutt y Pringle, 1987 (RSS-2); Scopes y
col., 1990 (Edimburgh); Johnson y Collins, 1988a (18537); y Karron y col., 1997 (B1). 
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Figura V.2.2: Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de la cadena F2 de la proteína F de
los neumovirus. Se representa el alineamiento de las secuencias aminoacídicas de la cadena F2 de la
proteína F de la cepa Long del VRSH, la cepa RB95 del VRSB, la cepa 8 del virus de la neumonía de
ratón (VNR) y la cepa UK/3B/85 del neumovirus aviar (NVA). Con puntos se indican los huecos
donde no se alinea ningún residuo. En letras rojas se señala la secuencia de reconocimiento por
proproteínas convertasas de los sitios de corte I y II. Las secuencias representadas se han extraído de:





sincitial (VRS), que es notablemente mayor (136 residuos). Pero si el VRS sufre el corte 
proteolítico en los sitios I y II, perdiéndose el fragmento intermedio (barra roja de 27 
residuos), tendría una longitud equivalente a la del resto de paramixovirus. En esta 
figura no está descontado el péptido señal en ninguno de los virus, ya que se desconoce 
su longitud exacta; en todo caso, es probable que en todos ellos sea de un tamaño 
similar. Además, el alineamiento de la secuencia primaria de la proteína F del VRSH 
con la del virus de la enfermedad de Newcastle, el virus simio 5 y el virus Sendai 









































































Figura V.2.3: Comparación del número de residuos de la cadena F2 de distintos paramixovirus.
La barra negra representa el número de residuos de las cadenas F2 de las proteínas F de los
paramixovirus indicados en el eje de abscisas (en el VRS tras los dos cortes proteolíticos). La barra
roja indica el número de residuos que se pierden tras el procesamiento en los sitios I y II en la proteína
F del VRS. El número de aminoácidos de la cadena F2 de las proteínas F se extrajo de: López y col.,
1988 (VRS); Walravens y col., 1990 (VRSB); Merson y col., 1988 (virus Sendai); Elliott y col., 1989
(virus de las paperas); Paterson y col., 1984 (virus simio 5, SV5); Tsukiyama y col., 1988 (virus
Rinderpest); Shioda y col., 1986 (VPIH-1); Suzu y col., 1987 (VPIH-3); y Chambers y col., 1986
(virus de la enfermedad de Newcastle, NDV). 
 
En la proteína F del virus de la enfermedad de Newcastle aparecen dos 
residuos de arginina consecutivos 16 aminoácidos antes del sitio de corte que precede al 
extremo N-terminal de la cadena F1. Estos dos residuos podrían estar jugando un papel 
similar al del sitio de corte I en la proteína F del VRSH (McGinnes y Morrison, 1986), 
pero hasta el momento no se ha observado que haya un doble procesamiento 
proteolítico en la proteína F del virus de la enfermedad de Newcastle. En el resto de 
paramixovirus no se ha encontrado una región susceptible de procesamiento por 
enzimas de tipo furina que pudiese sugerir un doble procesamiento proteolítico. 
Además, en la proteína F del virus del sarampión, una mutación en la región de 
procesamiento proteolítico, no produce un corte en un aminoácido más cercano del 
extremo N-terminal de la cadena F2, sino que parece que ocurre un procesamiento en 
una región situada en la cadena F1 (Alkhatib y col., 1994a). Esto mismo se puede 
observar en la proteína de fusión del virus de la enfermedad de Newcastle (Chen y col., 
2001). Todo esto sugiere que el doble procesamiento proteolítico de la proteína F del 




V.2.2 PROCESAMIENTO DE LA PROTEÍNA F DEL VRSH 
El sitio I probablemente sea reconocido por proteasas de la familia de las 
proproteínas convertasas, como la mayoría de los sitios de procesamiento de las 
proteínas de fusión de los paramixovirus (Klenk y Garten, 1994a). La detección del 
péptido N88-A107 entre los péptidos trípticos de la cadena F2 (Figura IV.4.2 D) sugiere 
que en el procesamiento en el sitio I puedan estar implicadas además otro tipo de 
proteasas. Además, no se detectó ningún péptido que contuviera los aminoácidos 108 y 
109 (la furina cortaría detrás del residuo 109), lo que sugiere que, tras el corte por la 
proproteína convertasa, debe haber otras etapas que eliminan esos aminoácidos de la 
cadena F2. Algo similar ocurre en el caso de la HA del virus de la gripe (Garten y 
Klenk, 1983), donde, tras el corte por la proteasa tipo furina del precursor HA0, una 
carboxipeptidasa se encarga de eliminar los aminoácidos C-terminales de la cadena 
HA1. 
Las formas no totalmente procesadas de la proteína FTM- (F0 y F∆1−109) están 
glicosiladas, como se deduce de: i) el cambio de movilidad electroforética que 
experimentan tras el tratamiento con N-glicosidasa-F (Figura IV.4.4); ii) la tinción con 
un colorante específico de azúcares (Figura IV.5.1); y iii) el marcaje de dichas formas 
con 3H-Glucosamina (Figura IV.4.7). La glicosilación de la forma F∆1−109 también se 
observa en la proteína F completa, ya que se tiñe con colorante específico de 
glicoproteínas (Figura IV.4.6). Esto sugiere que el procesamiento se produce después de 
la glicosilación, aunque no se puede excluir la posibilidad de glicosilaciones posteriores 
al procesamiento proteolítico. 
La marcada diferencia en el tamaño entre las bandas F2 y F2* (15 kDa) (Figura 
IV.4.7) sugiere que la región entre los sitios I y II de procesamiento está glicosilada. En 
esa región existen tres sitios potenciales de N-glicosilación (Figura IV.4.1), pero sólo 
dos de ellos están conservados en las distintas cepas del virus (Figura V.2.1). La 
glicosilación de la región entre los sitios de procesamiento I y II también está de 
acuerdo con el hecho de que la banda F∆1−109 sufre un cambio de movilidad 
electroforética más acusado que la banda F1 tras su deglicosilación (Figura IV.4.4), lo 
que sugiere que en la primera se utilizan más sitios de glicosilación que en la segunda. 
La glisosilación de la región comprendida entre los sitios I y II en el precursor F0 de la 
proteína puede condicionar el corte proteolítico en ambos sitios y, de esta manera, 
modular la maduración de la proteína F.  
Los datos presentados en el apartado IV.4 de Resultados demuestran que el 
procesamiento de la proteína en los sitios I y II puede ocurrir independientemente. Sin 
embargo, parece que en condiciones normales el procesamiento ocurre de forma 
secuencial, primero en el sitio I y luego en el sitio II. Así, mientras que en preparaciones 
de proteína F o FTM- se observa la presencia de la banda correspondiente al polipéptido 
F∆1−109 (moléculas cortadas únicamente en el sito I) no se detecta, o está en cantidades 
mucho menores, la banda F2* (que vendría de las moléculas que sólo se procesasen en 
el sitio II). Además, en el mutante FTM-∆131-134 (donde sólo se produce el corte en el 
sitio I) hay una proporción pequeña de forma F0; es decir, el procesamiento en el sitio I 
es eficiente aunque no se procese la molécula en el sitio II. Sin embargo, en el mutante 
FTM-R108N/R109N (la molécula se corta sólo en el sitio II) el procesamiento es menos 




Por tanto, estos datos sugieren que la proteína F se procesa de manera 
secuencial, con un corte primero en el sitio I y después en el sitio II. Alternativamente, 
no se puede descartar que la proteína inicie su procesamiento indistintamente en los 
sitios I o II, pero que una vez procesada en el sitio II se produzca rápidamente el corte 




V.3 ACTIVACIÓN DE LA PROTEÍNA F 
 
V.3.1 MECANISMO DE ACTIVACIÓN DE LA PROTEÍNA F DEL VRSH 
Las proteínas virales implicadas en la fusión de las membranas del virus y de la 
célula experimentan diversos cambios conformacionales durante su maduración y 
durante el proceso de fusión de membranas (Chan y Kim, 1998; Hernández y col., 1996; 
Lamb, 1993; Skehel y Wiley, 1998; Weissenhorn y col., 1999). En el caso de la HA del 
virus de la gripe, el procesamiento proteolítico del precursor HA0 supone el 
desplazamiento del nuevo extremo N-terminal de la cadena HA2 hacia una cavidad 
hidrofóbica presente en el tallo del trímero de HA, mientras que la gran mayoría de la 
molécula no sufre cambios importantes. Esta relocalización del péptido de fusión sitúa a 
la molécula en un estado metaestable (Carr y col., 1997; Carr y Kim, 1993; Ruigrok y 
col., 1986) que puede evolucionar hacia otras conformaciones más estables inducidas a 
pH ácido.  
Cuando la HA se une a ácido siálico en la superficie de la célula se induce la 
internalización de la partícula viral en vesículas endocíticas. Estas vesículas 
experimentan una acidificación tras su fusión con liposomas. La caída del pH induce un 
cambio de conformación en la HA, que incluye la formación de un trímero de cadenas 
de hélices α superenrolladas, a partir de dos hélices α separadas en cada cadena de 
HA2. Esto hace que el péptido de fusión (situado en el extremo N-terminal de la cadena 
HA2) se relocalice a 100 Å de su posición inicial (Bullough y col., 1994; Chen y col., 
1999). Al mismo tiempo, la parte C-terminal de la cadena HA2 se sitúa alrededor del 
trímero de hélices α, de tal manera que los extremos N- y C-terminales de la cadena 
HA2, unidos a las membranas celular y viral respectivamente, quedan próximos uno del 
otro, lo que favorece la fusión de ambas membranas. 
Otras proteínas virales de fusión, como la del virus de la estomatitis vesicular y 
la del virus del bosque Semliki (Hernández y col., 1996), también se activan tras la 
exposición a un medio ácido. En el caso de las proteínas de fusión de retrovirus también 
se han observado cambios conformacionales, en este caso a pH neutro, tras la 
interacción de dichas proteínas con sus receptores. Los cambios conformacionales, en 
última instancia, suponen la exposición del péptido fusión (Damico y col., 1998; Furuta 
y col., 1998; Hernández y col., 1997; Moore y col., 1990) y la fusión de membranas. 
El agente que dispara los cambios conformacionales en las proteínas F de los 
paramixovirus asociados a la fusión de membranas se desconoce. A diferencia del virus 
de la gripe (Skehel y Wiley, 2000), los paramixovirus fusionan sus membranas con las 




receptor de los paramixovirus con el receptor dispara el cambio conformacional en la 
proteína F para que tenga lugar la fusión (Lamb, 1993). En el caso del VRSH, sin 
embargo, un mutante que no contiene la proteína de unión al receptor (G) ni la proteína 
SH es capaz de replicar eficientemente en determinadas líneas celulares y de inducir la 
producción de sincitios (Karger y col., 2001; Karron y col., 1997). Además, en nuestro 
laboratorio se ha observado que la transfección de células BHK con un plásmido que 
expresa la proteína F es suficiente para que se produzcan sincitios. El procesamiento 
proteolítico de la proteína F de los paramixovirus, entre ellos el VRSH, es 
imprescindible para que se produzca la fusión de membranas y es un determinante de la 
patogenicidad viral (Lamb y Kolakofsky, 1996; Scheid y Choppin, 1977; Lamb, 1993; 
Nagai, 1993).  
Los resultados de este trabajo sugieren que el procesamiento proteolítico de la 
proteína F del VRSH, los cambios en su morfología observados al microscopio 
electrónico, la formación de rosetas y la capacidad de fusionar membranas podrían estar 
directamente relacionadas. En este sentido, resultados obtenidos en el laboratorio 
indican que mutantes de la proteína F alterados en los sitios de procesamiento I o II son 
deficientes en la inducción de sincitios en células BHK transfectadas con plásmidos que 
codifican dichas proteínas (B. Ruiz, comunicación personal). Así se plantea la cuestión: 
¿es el procesamiento en los sitios I y II de la proteína F del VRSH el evento que dispara 
el cambio conformacional en la proteína y que conduce a la fusión de membranas?. 
Las preparaciones de proteína FTM- purificada poseen un número significativo 
de moléculas no procesadas en el sitio II (forma F∆1−109) o sin procesar en ninguno de 
los dos sitios (forma F0). Al tratar la proteína FTM- con tripsina, en condiciones en las 
cuales los intermedios F∆1−109 y F0 se digieren dando lugar a proteínas totalmente 
procesadas, la proteína se agrega mayoritariamente en rosetas y cambia su forma de 
cono a la de varilla con cabeza globular (Figura IV.5.4). Las rosetas de proteína FTM-, 
como se ha comentado anteriormente, se forman probablemente como consecuencia de 
la exposición del péptido de fusión al medio acuoso, ya que es la principal zona 
hidrofóbica que queda en la molécula de FTM-. 
Resultados equivalentes, tras la digestión de las formas no totalmente 
procesadas, se obtuvieron con la proteína F. En este caso, el procesamiento de las 
formas F0 y F∆1−109 dio lugar a la aparición de agregados de mayor tamaño (Figura 
IV.5.8), compuestos casi en su totalidad por moléculas con forma de varilla con cabeza 
globular (Figura IV.5.9). El mayor tamaño de las rosetas tras la digestión con tripsina se 
podría deber a que el péptido de fusión ahora estaría expuesto en la mayoría de las 
moléculas, con lo que en el interior de la roseta existiría un mayor contenido 
hidrofóbico que cuando sólo estaba expuesta la región transmembrana en la mayor parte 
de los monómeros, lo que generaría la necesidad de una mayor protección del entorno 
acuoso. 
Como se puede observar en el porcentaje de cada banda (F1, F∆1−109 y F0), 
respecto a la cantidad total de proteína FTM- en cada una de las fracciones de un 
gradiente de sacarosa de la proteína FTM- (Figura IV.5.3 C), las formas no procesadas en 
el sitio II (F0 y F∆1−109) migran preferentemente en las fracciones superiores (fracción 
4). Cuando se observan al microscopio electrónico, las proteínas de esta fracción se 
encuentran mayoritariamente en moléculas individuales de forma cónica. En cambio, en 
las fracciones con mayor porcentaje de sacarosa, en las cuales la proteína está 




globular, la cantidad de proteína no procesada disminuyó notablemente (Figura IV.5.3 
C). Estos datos sugieren la existencia de una relación entre la presencia de formas no 
procesadas en el sitio II y las moléculas con forma de cono. 
En las fracciones superiores del gradiente de la proteína FTM- (Figura IV.5.3 A) 
se puede observar también una importante presencia de moléculas de proteína 
totalmente procesada (banda de F1), lo que sugiere que, al menos parte de los conos, 
están formados por moléculas cuyos monómeros están procesados. Esto sugiere que el 
cambio conformacional de conos a varillas con cabeza globular se produce cuando los 
tres monómeros del trímero están procesados. En la proteína HA del virus de la gripe el 
cambio conformacional en el trímero inducido por el pH ácido es cooperativo (Boulay y 
col., 1988; Carr y Kim, 1993), lo que, por analogía, sugiere que también sea así en la 
proteína F y que sea necesario el procesamiento proteolítico de las tres subunidades para 
disparar el cambio estructural. Los resultados expuestos en la Figura IV.4.11 sugieren 
que se produce la cooligomerización de, al menos, una de las formas no procesadas en 
el sitio II con la molécula totalmente procesada. Esta cooligomerización de formas no 
totalmente y totalmente procesadas también se ha observado en la proteína F del virus 
de la enfermedad de Newcastle (Li y col., 1998a). 
La proteína FTM-∆131-134 aparece al microscopio electrónico como conos no 
agregados (apartado IV.5.3 de Resultados), lo que sugiere que las formas procesadas 
únicamente en el sitio I se encuentran en forma cónica. En cambio, cuando la proteína 
se procesa sólo en el sitio II, se produce el cambio conformacional apareciendo 
moléculas con forma de varilla con cabeza globular en estado agregado, como se pudo 
determinar con el mutante FTM-R108N/R109N (apartado de Resultados IV.5.3). Estos 
datos se esquematizan en el modelo de la Figura V.3.1, dónde se sugiere que el 
procesamiento de la proteína FTM- en el sitio II es el responsable del cambio 
conformacional. Así surge la cuestión del papel del sitio I en la activación de la 
proteína. Como se ha discutido anteriormente (apartado V.2.2), probablemente el 
procesamiento sea secuencial y primero se dé en el sitio I y después en el sitio II. La 
función del procesamiento en el sitio I podría ser hacer accesible el sitio II, que 
previamente estaría protegido. En este sentido, el mutante FTM-R108N/R109N presente 
un porcentaje menor de moléculas en estado post-activo que la proteína FTM-. De este 
modo se podría conseguir que un porcentaje de moléculas adecuado llegasen a los 
viriones en condiciones de fusionar. 
Si efectivamente la proteína se activa tras le corte proteolítico, la inactivación 
de la proteína F podría ocurrir antes de que la proteína alcanzase la membrana celular. 
Tal vez, el cambio conformacional se produzca lentamente y la exposición del péptido 
de fusión tarde en producirse, asegurando que, por un tiempo suficiente, un número 
considerable de moléculas puedan mantenerse en el estado pre-activo y mantener la 
infectividad del virus. Otra posibilidad es que, en el proceso de activación, el cambio 
conformacional tras el procesamiento proteolítico, esté estimulado por el 
reconocimiento de la membrana diana por la cadena F2 o por otra región de la proteína 
F (recientemente Karger y col. (2001) han observado la capacidad de unión de la 
proteína F del VRSH a proteoglicanos).  
El procesamiento proteolítico de algunas proteínas de fusión es uno de los 
factores fundamentales en la patogenicidad del virus (Klenk y Garten, 1994a). En el 
caso de gripe, la facilidad de procesar la HA se correlaciona claramente con su 




HA del virus de la gripe de ave, por ejemplo, inserciones en el sitio de corte aumentan 
la capacidad de procesamiento de la proteína y la virulencia del virus en pollos 
(Khatchikian y col., 1989). En el virus simio 5, la inclusión de aminoácidos en el 
extremo C-terminal de la cadena F2, produce una pérdida de actividad de la proteína F 
(Paterson y col., 1989). Por analogía, las secuencias localizadas entre los sitios I y II 
podrían conferir unas propiedades patogénicas únicas al VRS humano y bovino. En este 
sentido, se ha podido observar que, mutaciones en los sitios potenciales de N-
glicosilación comprendidos entre el sitio I y el II, afectan a la capacidad fusogénica de 
































Figura V.3.1: Modelo de activación de la proteína F del VRSH. La activación sería un proceso
secuencial en el cual, tras el corte proteolítico en el sitio I, se produciría el corte en el sitio II. Este
segundo procesamiento en los tres monómeros del trímero, daría lugar al cambio conformacional entre
el estado pre-activo (trímeros con morfología cónica) y post-activo (trímeros con forma de varilla con
cabeza globular). 
 
Otro factor a considerar es que se ha propuesto (Collins y Mottet, 1991) que la 
proteína F no procesada no está presente en la superficie de células infectadas con el 
VRSH, lo que sería incompatible con la hipótesis expuesta en el presente trabajo. Sin 
embargo, en la Figura IV.4.5 se observa la presencia de la forma F∆1−109 en viriones del 
VRSH. Los resultados de Collins y Mottet podrían deberse a que en la superficie de las 
células infectadas la cantidad de formas no totalmente procesadas es pequeña y 
estuviese por debajo del umbral de detección. Además, en las proteínas F de otros 
paramixovirus, como el virus simio 5 (Paterson y col., 1989; Ward y col., 1995; Dutch y 
col., 2001) y el virus de la enfermedad de Newcastle (Li y col., 1998a), las proteínas no 
procesadas se expresan en la superficie. 
Así, la ausencia de infectividad en un alto porcentaje de los viriones del VRSH 
se puede deber en parte a una baja concentración de moléculas de proteína F no 




formas no procesadas en los viriones, lo que sugiere que sean necesarios pocos trímeros 
para la formación del poro de fusión o que los trímeros en estado pre-activo se localicen 
en regiones determinadas de la envuelta viral. 
 
 
V.3.2 ANALOGÍAS Y DIFERENCIAS ENTRE LOS MECANISMOS DE 
FUSIÓN DE LOS PARAMIXOVIRUS 
La siguiente cuestión que surge es si el modelo de activación propuesto para la 
proteína F del VRSH es aplicable al resto de paramixovirus. Como se ha comentado 
anteriormente, las proteínas de fusión de esta familia guardan una similitud estructural 
muy alta entre si, lo que sugiere que su activación para la fusión de membranas venga 
desencadenada por un mismo evento, el procesamiento proteolítico de la proteína. 
Se ha podido observar que en la proteína F del virus Sendai se produce un 
cambio conformacional después del corte proteolítico que supone la exposición de una 
región hidrofóbica y el aumento del contenido de hélices α (Hsu y col., 1981), datos que 
serían compatibles con un cambio conformacional similar al encontrado en la proteína F 
del VRSH. Además, si se hace una digestión parcial del virus Sendai con tripsina (en la 
cual no se ve afectada la otra glicoproteína, HN) el virus se activa sin que aparezcan 
cambios en el comportamiento electroforético de la proteína F, aunque esta activación 
también se puede observar con el tratamiento de los viriones con quimotripsina, Arg-C 
o Lys-C, que tienen secuencias de corte distintas a la tripsina (Tomasi y col., 1998). En 
la proteína F del virus de la enfermedad de Newcastle, la estructura del polipéptido F0 y 
de la proteína procesada es distinguible por reactividad con AcMs (Umino y col., 1990) 
y por un cambio de carga en la proteína atribuible a la eliminación del péptido básico 
que quedaría en el extremo C-terminal de la cadena F2 (Kohama y col., 1981). En esta 
proteína el procesamiento en el residuo 22 de la cadena F1 también se ha propuesto que 
produzca el cambio conformacional entre las formas pre y post-activas (Chen y col., 
2001). 
En la estructura que se propone en este trabajo para la proteína F del VRSH, la 
RHA y la RHB estarían formando el tallo de las espículas en el estado pre-activo 
(moléculas con forma de cono) y en el post-activo (moléculas con forma de varilla con 
cabeza globular). Pero, probablemente, sólo formen el complejo de seis hélices 
superenrolladas descrito anteriormente (apartado V.1.2) tras el procesamiento 
proteolítico de la proteína que supondría el cambio conformacional que terminaría en el 
estado post-activo, como se deduce de la capacidad de inhibición de la fusión de 
péptidos de la RHB (Lambert y col., 1996). En el caso del virus simio 5 se ha descrito 
que anticuerpos dirigidos contra la RHA y la RHB son capaces de unirse a moléculas no 
procesadas de proteína F, pero no a las moléculas procesadas. Esto sugiere que, como 
en el caso del VRSH, hay un cambio conformacional asociado al procesamiento 
proteolítico de la proteína F; este cambio implicaría la interacción de la RHA y la RHB 
impidiendo la interacción de los anticuerpos dirigidos contra la RHA y la RHB (Dutch y 
col., 2001). Todos estos datos están en consonancia con que el VRSH, el virus Sendai, 
el virus de la enfermedad de Newcastle y el virus simio 5 se activen tras un 
procesamiento proteolítico.  
Anteriormente se comentó que, después del procesamiento proteolítico, el 




proceso sería alta), esta posibilidad estaría de acuerdo con una serie de experimentos en 
los cuales cambios en el medio (temparetura, pH), que podrían disminuir la energía de 
activación, produjeran cambios conformacionales en las proteínas de fusión de 
paramixovirus. Una segunda interpretación de estos experimentos sería que el 
procesamiento y la activación de la proteína son etapas independientes.  
En la proteína F del virus Sendai se ha observado que su preincubación a 50ºC 
produce cambios en la susceptibilidad a la digestión con Proteinasa K, este proceso 
parece estar asociado a una mayor capacidad de fusionar membranas por los viriones 
(Wharton y col., 2000). Además, se ha podido observar un aumento de la actividad 
fusogénica del virus al exponerlo a pH básico, lo que se relaciona con un cambio 
conformacional en la proteína F (Hsu y col., 1982); pero este cambio conformacional 
parece ser distinto del que se produce al procesarse la proteína, comentado 
anteriormente, ya que no supone la exposición de más zonas hidrofóbicas. En el virus 
de la enfermedad de Newcastle se ha observado un aumento de la capacidad fusogénica 
del virus a pH ácido (San Román y col., 1999). Por último, en el virus simio 5 también 
se aumenta la capacidad fusogénica al aumentar la temperatura, proceso que estaría 
relacionado con la proteína F (Paterson y col., 2000). 
En todo caso, existen numerosos resultados que podrían sugerir que el 
mecanismo de fusión de los paramixovirus presenta diferencias entre las distintas 
proteínas de fusión. Por ejemplo, péptidos de la RHA y la RHB de la proteína F del 
virus de la enfermedad de Newcastle sólo inhiben la fusión si se añaden antes de que se 
produzca el procesamiento proteolítico de la proteína y no cuando este ya se ha 
producido (Young y col., 1999, 1997), lo que sugiere que la región a la que se uniría el 
péptido sintético (presumiblemente la RHA o/y la RHB) sólo es accesible antes de que 
la proteína se procese. Sin embargo, la necesidad de que no se haya producido el corte 
proteolítico de la proteína para que se produzca la inhibición por péptidos del la RHA y 
la RHB no se observa en otros paramixovirus, como en el VRSH, el VPIH-3, el del 
sarampión (Lambert y col., 1996), el simio 5 (Lamb y col., 1999; Joshi y col., 1998), el 
VPIH-2 (Yao y Compans, 1996) y el Sendai (Ghosh y col., 1997, 1998; Ben-Efrain y 
col., 1999). 
En la proteína F del VRSH la región entre el péptido de fusión y la RHA 
parece ser flexible, aunque caben otras interpretaciones de los resultados de resistencia a 
digestiones enzimáticas del complejo formado por péptidos sintéticos de la RHA y la 
RHB (Matthews y col., 2000). Esta flexibilidad también se observa en otras proteínas de 
fusión virales, como la HA del virus de la gripe y la gp41 del VIH-1, dónde existen 12-
16 aminoácidos entre el péptido de fusión y la RHA y 18-37 residuos entre la región 
transmembrana y la RHB respectivamente. En la proteína de fusión del virus simio 5 
esto no sería así, sino que la hélice que forma la RHA continuaría hasta el péptido de 
fusión y no existiría dicha flexibilidad (Baker y col., 1999), además, sólo existen 8 
aminoácidos entre la RHB y la región transmembrana, los cuales se pueden eliminar sin 
que ello afecte a la fusión (Zhou y col., 1997). Este hecho tiene implicaciones en el 
mecanismo de fusión que diferenciarían al VRSH y al virus simio 5 (Baker y col., 
1999). 
Otro elemento diferenciador entre los mecanismos de fusión de los 
paramixovirus es el hecho de que para algunos parece ser necesaria la presencia de la 
proteína de unión a receptor, como en el virus de la enfermedad de Newcastle (Morrison 




Heminway y col., 1994b), el virus de las paperas (Tanabayashi y col., 1992) y el virus 
bovino de la parainfluenza tipo 3 (Sakai y Shibuta, 1989); mientras que en otros no 
ocurre esto, como en el VRSH (Karger y col., 2001; Olmsted y col., 1986), el virus 
simio 5 (Paterson y col., 1985; Horvarth y col., 1992; Ward y col., 1995; Dutch y col., 
1998; Ito y col., 1997), el VPIH-3 (Spriggs y col., 1987; Horvarth y col., 1992), el virus 
Sendai (Gibson y col., 1988; Bagai y col., 1993) y el virus del sarampión (Alkhatib y 
col., 1994a). Aunque habría que tener en cuenta las consideraciones expuestas en el 
apartado I.5 de la Introducción, que podrían implicar que dichas diferencias realmente 
no existiesen. Para los paramixovirus que necesitan la presencia de las proteínas de 
fusión y de unión al receptor para fusionar, se propone que un cambio conformacional 
en la proteína de unión al receptor sea el desencadenante del cambio conformacional en 
la proteína F; mientras que en los que no necesitan la presencia la proteína de unión al 
receptor el mecanismo tiene que ser distinto (Lamb, 1993).  
Además, el mecanismo de fusión que se propone en el virus Sendai (Ben-
Efraim y col., 1999; Peisajovic y col., 2000) incluye la participación de un segundo 
péptido de fusión en la cadena F1 que estaría jugando un papel importante en la fusión 
de membranas (Peisajovich y col., 2000; Ghosh y col., 2000; Blumberg y col., 1985). 
Este nuevo péptido de fusión también se ha encontrado en el virus de sarampión 
(Peisajovich y col., 2000) y puede que aparezca una zona homóloga en el virus de la 
enfermedad de Newcastle (Chen y col., 2001), aunque no se ha encontrado en el VRSH 
ni en otros paramixovirus. El segundo péptido de fusión estaría acompañado de una 
tercera región heptádica, que puede formar una cremallera de leucinas, y está muy 
conservada en distintas cepas del virus Sendai. Además también se encuentra (al menos 
las Leu e Ile de la putativa cremallera de leucinas) en los virus simio 5, Rinderpest, del 
sarampión y parainfluenza (Ghosh y col., 1997). Péptidos de esta tercera región 
heptádica pueden inhibir la fusión en el caso del virus Sendai, lo que sugiere que puede 
juegar un papel importante en la fusión (Ghosh y col., 1997; Ghosh y Shai, 1998). En la 
proteína F del VRSH y de otros paramixovirus no se ha encontrado ninguna región 
equivalente, aunque el péptido 255-275 de la cadena F1 de la proteína adopta una 
conformación de hélices α (Torion y col., 1995), lo que sugiere que esa región podría 
estar desempeñando el papel de la tercera región heptádica encontrada en otros 
paramixovirus. 
Por último, en la proteína F del VRSH aparecen elementos que, hasta el 
momento, no se han encontrado en otros paramixovirus. Por un lado está el doble 
procesamiento proteolítico descrito en este trabajo. Por otro, la estructura primaria de la 
proteína F del VRSH presenta el grado de homología más bajo (menos del 20%) 
respecto al resto de proteínas de fusión de los paramixovirus (Morrison y Porter, 1991; 
Baker y col., 1999). Por último, en la proteína F del VRSH aparece una región 
heptádica en la cadena F2 (Lambert y col., 1996) que sólo se ha encontrado homólogo 
en la proteína F del virus de la enfermedad de Newcastle (Chen y col., 2001), aunque 
hasta el momento se desconoce su función. 
Resumiendo, estos datos no están en contradicción con que el procesamiento 
proteolítico sea el evento que dispare el cambio conformacional en las proteínas F de los 
paramixovirus y no sólo en el VRSH, por lo tanto se propone como hipótesis de trabajo 
que el procesamiento proteolítico dispare el cambio conformacional entre los estados 
pre y post-activos en los paramixovirus. En todo caso es posible que en esta familia 




existencia de mecanismos de fusión distintos no sería algo extraño; por ejemplo, en la 
proteína HA del virus de la gripe se han encontrado diferencias entre los cambios 
conformacionales que se producen en los subtipos H3 y H2 (Puri y col., 1990), lo que 














• Las regiones transmembrana y citoplasmática son dispensables para el correcto 
plegamiento del ectodominio de la proteína F del VRSH. 
• Las proteínas F y FTM- forman espículas de 16 nm de longitud con una cabeza de 6 
nm de diámetro. El tallo está formado, presumiblemente, por las regiones heptádicas 
A y B de la cadena F1 orientadas antiparalelamente. Los aminoácidos situados entre 
ambas regiones heptádicas, en la estructura primaria de la proteína, forman la cabeza 
globular de las espículas. 
• Las proteínas F y FTM- del VRSH adoptan dos conformaciones distinguibles por 
microscopía electrónica: conos y varillas con cabeza globular. En la proteína FTM-, 
la primera conformación es soluble en medio acuoso, mientras que la segunda forma 
rosetas. Se propone que la conformación de varilla con cabeza globular sea el estado 
post-activo de la proteína, mientras que la conformación cónica sea el estado pre-
activo. 
• Las proteínas F y FTM- del VRSH son homotrimeros, como se deduce de su 
apariencia al microscopio electrónico. 
• Las proteínas F y FTM- del VRSH, durante su maduración proteolítica, experimentan 
dos cortes proteolíticos en zonas reconocidas por enzimas de tipo furina y no sólo 
uno como estaba descrito hasta ahora. El procesamiento se produce tras el residuo 
109 (sitio I) y tras el residuo 136 (sitio II). El péptido entre los dos sitios de corte no 
está en la proteína madura. 
• El nuevo sitio de procesamiento (sitio I) se encuentra conservado en todas las cepas 
del VRSH y del VRSB. El doble procesamiento daría lugar a una cadena F2 de un 
tamaño similar a la del resto de cadenas F2 de los paramixovirus (dónde sólo está 
descrito un corte proteolítico). 
• Las proteínas no totalmente procesadas (F0 y F∆1−109) están glicosiladas. Además, el 
péptido comprendido entre los sitios de procesamiento I y II también se encuentra 
glicosilado. 
• El corte en el sitio I se puede producir independientemente del procesamiento en el 
sitio II y viceversa. Sin embargo, los datos obtenidos sugieren que primero se 
produce el procesamiento en el sitio I y, posteriormente, en el II. 
• El procesamiento en el sitio II es suficiente para producir un cambio conformacional 
en la proteína FTM-, que hace que ésta pase de tener una forma cónica a otra de 
varilla con cabeza globular. 
• En la proteína FTM-, los trímeros con forma cónica pueden contener algún 
monómero en el que el procesamiento en el sitio II no se haya producido. Las 
moléculas con forma de varilla con cabeza globular están, posiblemente, compuestas 





• Se propone que el procesamiento proteolítico de la proteína F es el evento que 
dispara el cambio conformacional entre el estado pre-activo y el post-activo de la 
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